ZVINZIDI 1TV poumeynjy

120¢

1ZAL SNVSI'TYASMAA I'TVA WI'TIIVNV IO TONQIWIAT

T.C.
BURSA ULUDAG
UNIVERSITESI SAGLIK
BILIMLERI ENSTITUSU
TIP FAKULTESI
IMMUNOLOJi ANABILIM
DALI

oohé UN;,,
"? T 5" %
.A HA. 5

POTANSIYEL iIMMUNOMODULATOR OZELLIKTEKI
MOLEKULLERIN BRUSELLOZ ENFEKSIYONLARINDA

DEGERLENDIRILMESI

Muhammed Ali KIZMAZ

YUKSEK LISANS TEZIi

BURSA-2021




\v\‘oAG Oz,

) © {~‘¢
T.C. gf”v(@l ? s

153

BURSA ULUDAG UNIVERSITESI : Wa g.
SAGLIK BILIMLERIi ENSTIiTUSU \ 2ol 4
TIP FAKULTESI IMMUNOLOJI L
ANABILIM DALI

POTANSIYEL iIMMUNOMODULATOR OZELLIKTEKI
MOLEKULLERIN BRUSELLOZ ENFEKSiYONLARINDA
DEGERLENDIRILMESI

Muhammed Ali KIZMAZ

(YUKSEK LiSANS TEZI)

DANISMAN:

Prof. Dr. Ferah BUDAK

BURSA-2021




T.C.
BURSA ULUDAG UNIVERSITESI
SAGLIK BIiLIMLERI ENSTITUSU

ETiK BEYANI

Yiiksek Lisans tezi olarak sundugum “Potansiyel Immiinomodiilator Ozellikteki
Molekiillerin Bruselloz Enfeksiyonlarinda Degerlendirilmesi” adli caligmanin,
proje safthasindan sonuglanmasma kadar gecen biitiin siireglerde bilimsel etik
kurallarma uygun bir sekilde hazirlandigin1 ve yararlandigim eserlerin kaynaklar

boliimiinde gosterilenlerden olustugunu belirtir ve beyan ederim.

Muhammed Ali KIZMAZ

Tarih ve imza



TEZ KONTROL ve BEYAN FORMU

Ad1 Soyadi: Muhammed Ali KIZMAZ

Anabilim Dali: Tip-Immiinoloji

23/06/2021

Tez Konusu: Potansiyel Immiinomodiilatér Ozellikteki Molekiillerin Bruselloz

Enfeksiyonlarinda Degerlendirilmesi

OZELLIKLER

Tezin Boyutlari

Di1s Kapak Sayfasi

I¢ Kapak Sayfasi
Kabul Onay Sayfasi
Sayfa Diizeni
Icindekiler Sayfasi
Yazi1 Karakteri

Satir Araliklar
Basliklar

Sayfa Numaralari
Eklerin Yerlestirilmesi
Tablolarin Yerlestirilmesi

Kaynaklar

DANISMAN ONAYI

UYGUNDUR  UYGUNDEGILDIR  ACIKLAMA
A Q
A Q
A Q
A Q
= Q
A Q
Ei Q
A Q
A Q
Ei Q
A Q
A Q
A Q

Unvani Ad1 Soyadi: Prof. Dr. Ferah Budak

Imza:



ICINDEKILER

Di1s Kapak

I¢ Kapak

ETIK BEYAN 11
KABUL ONAYY .tiitiiiiinninniinnnninsisssessssicsssssssssssessssissssssssssssssssssssssssssssssasssss I
TEZ KONTROL BEYAN FORMU......cccovviiinsricssanicssneccsssnssssnsssssssssssnssnssoses IV
ICINDEKILER......cuoeereerernnsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasans \Y
TURKCE OZET ...cuuuiurinrincnsinsisscnsensssscsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses VII
INGILIZICE OZET ..ouuinincnensisinscnsensesesscnssnsssssessssssssssssssssssesssssssssassasass VIII
Lo GIRIS ccuieeierincnncnsincnnsinsiscnsssnssssssssssssssssssnssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 1
2. GENEL BILGILER .4
2.1. Bruselloz Tanim.........ccccceeeecvercscnncssnnncsennes 4
2.2 TaArTNCE uaeeciiiciiiiirrnneniiiiciisiscnnnnnsiieccsssssssssessssscssssssssssssssssssssssssssssnsssssssssssssens 4
28 TR 015 (1) 1) | RN 5
2 T 01 T 1) 111 70] (1) ) R 6
2.5. Bakteriyolojik OZellIKICT.........ccceeeuereererereseressesesesesessesesasesessesssssessssasssense 8
2.5.1. Brucella TUTYIETT c..uuueeicesisnnienissnniecssssnnnecssssnssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssasns 9
2.5.2. ADtijeniK OZEIIIKICT .......cuevereerereererereseressesessssesessesssessesssasesessessssssessssases 10
2.5.3. GeNEtiK OZEIHKICT .......cucuererererererererarereasassssasesssssessssesessssssssssesssssssssesens 11
2.5.4. Direnglilik Ozellikleri 12
2.5.5. Virillans FaKtOrleri... . eiiciicceiccssssnnicssssnnrecssssnssssssssssscssssssssssssssssssonns 12
2.5.5.1. LIipOPOliSAKKALIL «...cuuvererurrersurinssnricssnncsssnnissssnessnsnessnsssssnsscsssssssansesanses 13
2.5.5.2. Tip 4 Sekresyon SISTeMI ...cccccceereesssnrrcsssssnrecsssassesssssssssssssssssssssssssssssnss 13
2.5.5.3. iki Bilesenli BVIR / BVE'S SIStEIM «.voveveverererererererererererererssssnnenesesssnes 14
2.5.5.4. SIKlK B-1,2 GluKan........ucoueiieiiiiiieiininiiinnenseesssecssecssessssssssessssesees 14
2.5.5.5. Siiperoksit Dismutaz ve Katalaz 15
2.5.5.6. UT@AZ cuuuuunenencncnsensincncnssssessesssnsassssssssessssssasssnsssssssssssessassssssssssssanss 15
2.5.5.7. Sitokrom Oksidaz 16
2.5.5.8. Alkil Hidroperoksit Rediiktazlar 16
2.5.5.9. Nitrik OKSit REAUKLAZ ....ccouerieieriivsnriisniissnressnncssnnicssnnncssnsicsssessassees 16
2.5.5.10. Brucella Viriilans Faktorii A (BvfA).......civeinenivensencsnccsnecseccnnns 16
2.5.5.11. Baz EKSIiZyon ONATIMI .....ccoeeeneecsensseccssecssnecssessssccssesssssssasssssssssasssns 17
2.6. Hastaligin insanlara Bulasma Yollart ..........ceeeeereereereuesesessesesesesesesens 17
2.7. Klinik Belirti ve BulUIAr ......ccccievviiivvniicisnrinssnncssnncssnicssnsncssssscsssssssassecs 18
2.7.1. Subklinik veya Asemptomatik Enfeksiyon ........ccccccveccccneeccsccnnrccsenns 18
2.7.2. Akut Enfeksiyon 18
2.7.3. Subakut ENfeKSIyon .....cccccceeeccvnricsissnnrecsssnrnccsssnssecsssnssecssssssssssssssssssnns 19
2.7.4. Kronik EnfeKSiyomn ........cciiciviiiisiicssnicssnnicssnnissssnessssncsssncssssnssssssesssnes 19
2.7.5. Lokalize ENfeKSiyOn .......ccccccevcveiicsissnniecssssnniccsssnnsecssssnssecsssssssssssssssssssens 19
PR T CC1) 11111 115105 1) 1 2T 19
2.9, TANI.uuuerriirirnnricssssnnnessssnsscsssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 20
2.9.1. Kiltilr YONtEMIEIT ...uueeievvurieivnricisnnisssnncsssnncssnncssnsncssssssssnsscssssssssssssasssss 20
2.9.2. Serolojik YONtemMIEr ........eeicciivveniccsssneicssssnnnecsssnsssssssssssssssssssssssssssssssnns 21
2.9.3. Molekiiler YONtEMIEL .......ccccvveieivnricssnnccssnncssnncssnnncssnsncssssscssssssssssssassese 22
P | TR0 T F: O 23
2.11. Bruselloz Patogenezi 23
2.12. Bruselloz ImMmiinolofisi ......ceeeeeuerererreeresesessasesesssessssssessassessssessssssssssesens 25



2.13. ImmMiinomModilator MOLEKHIIET .......coveveerersereeressessesessssenssnsssssssssssssssnssnes 28

213,10 AKLIVIIL A coneviiinnricnnnicnnnicsnnissssnsssssnessssesssssssssssssssssosssssssssssssssssssssssse 28
P28 I TN 2 1 ) 1 S 2R 31
2.13.3. Follistatin 32
3. GEREC Ve YONTEM .....coooereeenrresesssesnssssessssssssssssssssssssessssssssessssssssesesseses 34
3.1. Cahismaya Alinacak Goniilliilerin Belirlenmesi .........cccceeeerescuercscunccsnnces 34
3.2. ELISA ile Serum immiinomodiilator Sitokin Diizeylerinin Saptanmas135
3.2.1. ELISA Protokolii 36
3.3. Istatistiksel Analiz ......ccccceeuuee.. 38
4. BULGULAR ..ucuiiiiiiinnticnsnnicssnnicssssssssssesssssssssssssssssssssssosssssosssssssssssssssssssssssss 39
4.1. immiinomodiilator MoleKiil DZEYIeTi.....c.ocrererereerererererersareresesessssasesesenes 39
4.2. immiinomodiilator Molekiil Diizeylerinin Karsilastirilmasi.................. 43
4.2.1. AKEIiVID A DUZEYIET .ccouereueiiniinenieicuiiieninecsticsneisnncssecssncssnssssnsssesans 46
4.2.2. AKtivin B DUZEYIETT ..ocueeeeuriiivuriiisnricssnnicssnnicssnnisssnncsssnesssnessssnssssssssansses 47
4.2.3. Follistatin DUZEYIEIi ....ccccvvreerisnricsisrnnrecsssnnicssssnssesssssssscsssssssssssssssssssnns 48
4.2.4. iImmiinomodiilatér Molekiillerde Korelasyon ..........cceeeueseeseressesenennes 48
5. TARTISMA Ve SONUC ....uccuiiiiisseicsnenssencssnssssncssessssssssesssssssssssssssssssssssssses 52
6. KAYNAKLAR 59
7. SIMGELER VE KISALTMALAR 72
8. TESEKKUR 74
9. OZGECMIS .oeeeeeeerrreereenenereneesesenesesesesesssesesssssesesssescsssesssssssssssssssssesssssesssens 75




TURKCE OZET

Bruselloz, Brucella adi verilen bakteriler tarafindan olusturulan zoonotik bir
hastaliktir. Brusellozda farkli klinik tablolarin ortaya ¢ikmasinda rol oynayan
mekanizmalar yeterince aydinlatilmis degildir. Bu eksiklikleri gidermek amaciyla akut
ve kronik brusellozlu hastalar ile saglikli kontroller ve bruselloz gecirip iyilesmis
kisilerden alinan serumlarda immiinomodiilatér 6zellikteki aktivin A, aktivin B ve
follistatin molekiillerinin potansiyel rollerinin ortaya konulmasi amaglanmistir.
Aktivinler, transforme edici biliylime faktorii-B1 (TGF-B1) siiper ailesinin iiyeleridirler.
Aktivin A ve B'nin biyolojik aktiviteleri benzerdir, ancak bazi durumlarda farkli etkiler
gosterebilirler. Follistatin ise aktivinlerin fonksiyonlarini inhibe veya notralize eden
bir proteindir ve bu yolla enflamatuvar siireci diizenleyebilmektedir.

Calismamiza Bursa Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Enfeksiyon Hastaliklar1 ve
Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali klinik ve poliklinigine bagvuran 40 akut, 36
kronik bruselloz hastas1 ile 40 saglikli ve 8 bruselloz gegirip iyilesmis donor dahil
edilmistir. Ayrica hastalar ve iyilesen grup, kemik eklem tutulumu (osteoartikiiler)
olan (akut:13; kronik:15; iyilesen:3) ve olmayanlar (akut:27; kronik:21; iyilesen:5)
seklinde gruplandirilarak da degerlendirilmistir. Tiim immiinomodiilatér molekiiller
serumda, Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA) ile calisilmistir.

Aktivin A, aktivin B ve follistatin molekiilleri i¢in akut ve kronik hasta
gruplarindaki degerler, saglikli kontroller ve iyilesmis gruptaki degerlere gore daha
diisiik bulunmustur ancak sadece aktivin A ve aktivin B molekiilleri i¢in istatistiksel
olarak anlamli fark oldugu ortaya ¢ikmistir. Akut ve kronik gruplar arasinda ve saglikli
kontrol ile iyilesen gruplar arasinda anlamli fark saptanmamistir. Sonuglarimiz,
bruseloz enfeksiyonu siiresince bu ii¢ molekiiliin ekspresyonunun baskilandigini,
iyilesme durumunda ise baskilanmanin ortadan kalkarak tekrar normal seviyelere
yiikseldigini géstermektedir.

Anahtar kelimeler: Bruselloz, immiinomodiilator, aktivin A, aktivin B, follistatin
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INGILIZCE OZET

Evaluation of Molecules with Potential Imnmunomodulatory Properties in

Brucellosis Infections

Brucellosis is a zoonotic disease caused by the bacteria called Brucella. The
mechanisms that play a role in the emergence of different clinical pictures in
brucellosis are not sufficiently elucidated. In order to overcome of these deficiencies,
it was aimed to reveal the potential roles of activin A, activin B and follistatin
molecules with immunomodulatory properties in serum taken from patients with acute
and chronic brucellosis, healthy controls and people who have recovered from
brucellosis. Activins are members of the transforming growth factor-1 (TGF-$1)
superfamily. The biological activities of activin A and B are similar, but in some cases
they may show different effects. Follistatin, on the other hand, is a protein that inhibits
or neutralizes the functions of activins and in this way it can regulate the inflammatory
process.

40 acute, 36 chronic brucellosis patients, 40 healthy and 8 healed donors who had
brucellosis and applied to the clinic and outpatient clinic of Bursa Uludag University
Medical Faculty, Department of Infectious Diseases and Clinical Microbiology were
included in our study. In addition, the patients and the healing group were evaluated
by grouping them as those with (acute: 13; chronic: 15; recovered: 3) and without
(acute: 27; chronic: 21; recovered: 5) bone joint involvement (osteoarticular). All
immunomodulatory molecules were studied in serum with the Enzyme Linked
Immunosorbent Assay (ELISA).

The values for activin A, activin B and follistatin molecules in the acute and
chronic patient groups were lower than the values in the healthy controls and the healed
group, but a statistically significant difference was found only for activin A and activin
B molecules. There was no significant difference between acute and chronic groups,
and between healthy control and recovery groups. Our results show that the expression
of these three molecules is suppressed during brucellosis infection, and in recovery,
the suppression disappears and rises back to normal levels.

Keywords: Brucellosis, immunomodulator, activin A, activin B, follistatin
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1.GIRiS

Brucella spp., kapsiil, flagella, endospor veya plazmid igermeyen kiiclik, gram
negatif kokobasil morfolojisinde bir bakteri olup bruselloz olarak adlandirilan
hastaliga neden olmaktadir (Young, 1995).“Malta hummas1" veya "Malta atesi" olarak
da bilinen Bruselloz, ruminantlarin, domuzun ve diger hayvanlarin hiicre i¢i fakiiltatif
patojenleri olan Brucella tiirinde mikroorganizmalarin neden oldugu zoonotik bir
enfeksiyondur (Buttigieg ve ark., 2018).

Bruselloz gelismis iilkelere pek sik goriilmeyen enfeksiyon hastalifi olmasina
ragmen iilkemiz gibi gelismekte olan iilkelerde hala énemli bir saglik problemi olarak
karsimiza c¢ikan bir zoonozdur. Diinyada ¢ok fazla yayilim gosterir ve sadece
insanlarda ciddi hastaliklara yol agmakla kalmaz evcil hayvanlarda da enfeksiyona
neden olur ve ayn1 zamanda ekonomik kayiplara da yol agar (Ozcanarslan, 2011).
Hastalik genellikle sindirim sistemi, enfekte dokularla direkt temas ve enfekte
damlaciklarin inhalasyonu aracilig1 ile bulasmaktadir (Aktug Demir, 2009).

Enfekte hayvanlarin idrar, siit ve diger salgilarinda Brucella bakterisinin
bulundugu, taze peynir, krema, tereyagi ve dondurma gibi hayvansal gidalarin
tilkketilmesiyle insanlara bulastig1 bilinmektedir. Bruselloz enfeksiyon riski yiiksek
olan gruplar arasinda hayvancilikla ugrasanlar, mezbaha ve et sanayisinde ¢alisanlar
ve saglik personelleri bulunmaktadir (Hodul, 2008).

Brucella enfeksiyonlarinda mortalite oran1 distiktiir fakat ortaya ¢ikan klinik
tablonun bir¢ok hastalik ile benzerlik géstermesinden dolay1 bruselloz teshisinin geg
konulmasi, tedavisinin uzun siirmesi ve giderek kroniklesme Ozelligi gostermesi
hastaligin 6nemini daha da arttirmaktadir (Hayat, 2000).

Hastaligin semptomlar1 genellikle enfeksiyondan 2-3 hafta sonra ortaya ¢ikmaya
baslar. Vakalarin bir kisminda hastaligin baslangicinda semptomlar goriilmeyebilir.
Hastalik ates, terleme, anoreksiya, yorgunluk, kilo kayb1 ve depresyon gibi ¢ok sayida

somatik sikayet ile karakterizedir. Ates, hastalifin bir doneminde tiim hastalarda



ortaya ¢ikar, ancak tedavi edilmediginde haftalar ila aylar boyunca devam edebilir
(Young, 1995). Hastalik kroniklesmeye basladik¢a ates ve terleme gibi semptomlar
azalirken kas ve eklem agrilar1 6n plana ¢ikmaya baslar (Hodul, 2008). Bazi hastalarda
semptomlar belirli organlarda siirli kalmaktadir ve bu durumda hastalik lokalize
enfeksiyon olarak adlandirilir (Young, 1995).

Bruselloz, subklinik veya asemptomatik enfeksiyon, akut enfeksiyon, subakut
enfeksiyon, kronik enfeksiyon ve lokalize enfeksiyon olmak flizere ¢esitli klinik
tablolarda karsimiza ¢ikabilir. Hastaligin tanisi, kan, kemik iligi, karaciger, lenf nodu,
BOS, sinovyal s1v1, prostatik s1vi gibi numunelerden mikroorganizmanin elde edilmesi
ve/veya uygun klinik tablonun varliinda seroloji pozitifligi ile konulur (Aktug Demir,
2009).

Brucellamin  konak hiicre igerisinde yasama ve ¢ogalma siireglerinin
diizenlenmesinde immiin sistemin rolii bilyiiktiir.

Brucella spp. gibi hiicre i¢i bakterilere karsi olusturulan immiin direng, antijen
sunan hiicrelerin (makrofajlar ve dendritik hiicreler) aktivasyonu ve ardindan antijene
ozgii CD4" ve CD8" T hiicre klonal genislemesini igeren hiicre aracili immiiniteye
dayanir. Brucella antijenleri, T yardimer tip 1 (Thl) sitokinlerinin {iretilmesine yol
acar. Brucella enfeksiyonlarinin ortadan kaldirilmasinda Th1 bagisiklik tepkisi nemli
rol oynar (Skendros, & Boura, 2013). Enfeksiyon baslangici ile birlikte ¢cok erken
zamanlarda Brucella spp., epitel hiicreleri araciligiyla, lenfositlerin farklilasmasini,
cogalmasin1 ve aktivasyonunu asagi yonde diizenleyerek bagisiklik tepkilerinde
degisiklige yol agar (Rossetti, Drake, & Adams, 2012).

Brucella tiirlerinin virulansinda bakteri ylizeyinde bulunan lipopolisakkarit ve
transmembran gecisinde rol oynayan proteinlerin etkin bir rol iistlendigi bilinmektedir.
Lipopolisakkaritler dogal immiiniteyi ve antijene 6zgii immiiniteyi enfeksiyonun ilk
asamalarinda bloke ederek ve apoptoz mekanizmalarinin inhibisyonunu saglayarak
patojeni korumaktadir (Turung Ozdemir, 2018).

Bakteriyel enfeksiyon durumlarinda, konak savunmasinda onemli rol oynayan
cesitli pro-enflamatuvar ve anti-enflamatuvar 6zellikte mediyatorler (sitokinler ve
protein yapili molekiiller vb.) salinmaktadir. Pro-enflamatuvar mediyatorler
enfeksiy0z ajanlara karst koruyucu immiin yanitlari aktive ederken, anti-enflamatuvar

mediyatdrler immiin hiicre aktivasyonunu baskilar ve doku hasarina karsi koruyucu



etkiler sergilerler. Bu ¢aligmada arastirilacak olan immiinomodiilator yapidaki aktivin
A, aktivin B ve follistatin molekiilleri, enflamatuvar yanitlarin olusumunda ve immiin
sistem yanitlarinin diizenlenmesinde etkin olan molekiil gruplaridir.

Aktivinler hem pro-enflamatuvar hem de anti-enflamatuvar aktiviteye sahip
protein yapili molekiillerdir ve enflamatuvar yanitlar1 yonlendiren sitokin kaskadinin
kontroliinde major rol oynarlar. Follistatin ise aktivinlerin fonksiyonlarini inhibe veya
noétralize eden bir proteindir ve bu yolla enflamatuvar siireci diizenleyebilirler.

Buruselloz vakalarinda farkli klinik tablolarin olusmasina neden olan siirecler
giiniimiizde hala tam aydmliga kavugmamistir. Literatlirdeki bu eksikligi gidermek
amaciyla bu tez ¢alismasinda akut ve kronik brusellozlu hastalar ile saglikli kontroller
ve bruselloz gec¢irmis iyilesmis kisilerden alinan periferik kandan ELISA ile
immuinomodiilator Ozellikteki aktivin A, aktivin B ve follistatin molekiillerinin
diizeyleri aragtirilmistir. Bdylece brusellozun takibinde immiin degisiklikler agisindan
yeni kriterler elde edilmesi ve kroniklesmeye gidisteki etkilerin daha anlasilir hale
getirilmesi hedeflenmistir. Elde edilen verilerin brusellozlu hastalarin tani, teshis ve

tedavilerine katki saglayacag diisiiniilmektedir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Bruselloz Tanim

Bruselloz, Brucella ad1 verilen bakteriler tarafindan, genellikle koyun, keci, sigir,
domuz, kopek gibi hayvanlarda plasenta, meme bezleri ve genital organ
enfeksiyonlarina yol agan ayni zamanda hayvanlardan insanlara bulasan zoonotik bir
enfeksiyon hastaligidir. Insanlara gectiginde baslangigta genel enfeksiyon ve septisemi
seklinde seyreder fakat ilerleyen siireglerde ¢esitli organlara yerlesme egilimi gosterir

(Bilgehan, 1983).

2.2. Tarihce

Bruselloza ait ilk 6rnekler antik ¢aglara dayanmaktadir. M.O. 1600 yillarinda
Misir'in besinci vebasinda Brucella bakterilerinin etkili oldugu diisiintilmektedir
(Pappas, Panagopoulou, Christou, & Akritidis, 2006a).

M.S. 79 yilinda Veziiv Yanardaginda meydana gelen volkanik patlama esnasinda
Herculaneum'da hayatin1 kaybeden 92 kisinin iskeletlerinde yapilan antropolojik
incelemeler sonucunda, 16 kiside (%17.4) bruselloza 6zgii kemik lezyonlarinin oldugu
gosterilmistir (Capasso, 1999). Brusellozun bu cok yiiksek insidansinin Roma’da
biiyiilk oranda koyun siitii ve tiirevlerinin tliketimi ile baglantili oldugu
diistiniilmektedir. Herculaneum'da bulunan karbonize peynirde yapilan analizler
sonucunda Brucella ile morfolojik ve boyutsal olarak tutarli goriinen ¢esitli
bakterilerin varlig1 gosterilmistir (Capasso, 2002).

1861 de Marston tarafindan Malta adasinda bulunan Ingiliz askerlerinde bilinen
ates nedenlerinden daha farkli olan bir ates etkeni bildirilmistir (Siimerkan, 2008).

Bruce, 1887 tarihinde Malta adasinda hayatin1 kaybeden Ingiliz askerlerinden
aliman dalak orneklerinde Brucella melitensis'i izole etmis ve bu mikrooganizma

Micrococcus melitensis olarak adlandirilmigtir. 1904 yilinda saglikli kegilerden



toplanan idrar ve siit numunelerinden bu bakterinin izole edilmesi ile bakterinin
kaynagi ortaya ¢ikarilmistir. Kegi siitlintin kaynatildiktan sonra askerlere verilmesi ile
hastaligin insidansinda farkedilir bir diizeyde azalma meydana gelmistir. Bang,
sigirlarda diistiklere yol agcan Brucella abortusu 1897 tarihinde Danimarka'da izole
etmis ve Bacillus abortus olarak isimlendirmistir (Akan, 1986). Bruce ve Bang
tarafindan yapilan ¢aligmalar, 1918 yilinda Evans Dergisi’nde iki organizmanin
morfolojik, serolojik ve kiiltlir 6zellikleri agisindan birbirleri ile olan benzerliklerine
deginilmistir. Meyer ve Shaw, bu iki organizmaya, Bruce’a atfen Brucella abortus ve
Brucella melitensis isimlerini 6nermistir. Traum 1914 tarihinde domuz fetiisiinden
Brucella suis ‘i izole ederek bu gruba {i¢iincii liyeyi eklemistir (Akan, 1986; Mandell,
Bennet, & Dolin, 2000).

Ulkemizdeki ilk bruselloz vakas1 1915 yilinda Hiisamettin Kural ve Mahmut Sabit
Akalin tarafindan, Kuleli Hastanesine getirilen bir askerde tespit edilmistir (Arda,

Minbay, Aydin, Akay, Izgiir, & Leloglu, 1997; Baysal, 1999).

2.3. Etiyoloji

Brucella bakterileri, insan ve hayvanlarda kroniklesmeye kadar giden bir
enfeksiyona yol agan hiicre i¢ine yerlesim gosteren alfa-proteobakterilerdir (Guzman-
Verri ve ark., 2001). Fenotipik 6zellik, patojenite ve konak organizma farkliliklar
bakimindan on iki Brucella tiirii tespit edilmistir (Al Dahouk, 2017). Brucella tiyeleri
0.6-1.5um boyunda 0.5-0.7um eninde, kokobasil, kok veya kisa gomak morfolojisine
sahip gram negatiftirler. Kapsiilleri yoktur ve hareketsizdirler. Respiratuvar tiirde
metabolizmaya sahip, zorunlu aeroplardir. Baz: tiirler kiiltiirde iireyebilmek i¢in %5-

10 CO; ye ihtiya¢ duyarlar (Stimerkan, 2008).



2.4. Epidemiyoloji

Diinya genelinde en sik goriilen zoonotik enfeksiyonlardan biri olan brusellozun
epidemiyolojisi her gecen yil degismektedir. Hastalik insan sagligi, hayvan sagligi ve
sosyoekonomik bakimdan genis yelpazede etkiler gostermektedir. Bruselloz Latin
Amerika, Afrika, Asya, Akdeniz ve Orta Dogu'da endemiktir (Nicoletti, 2010). Yeni
Zelanda, Ingiltere, Kanada, Avustralya ve Kuzey Avrupa'da yer alan bazi iilkelerde
bruselloz eradikasyonu saglanmistir. Gelismekte olan iilkelerin biiyiik bir kisminda
hala 6nemli derecede saglik problemi olusturmaya devam etmektedir. Ozellikle Orta
Asya'da bruselloz i¢in yeni odaklar ortaya ¢ikmaya devam ederken, Suriye gibi yakin
doguda yer alan bazi iilkelerde durum hizla kétiiye gitmektedir. Ayrica, hem ABD'de
hem de bazi Avrupa iilkelerinde hala mevcuttur (Pappas, Papadimitriou, Akritidis,
Christou, & Tsianos, 2006b). Bruselloz vaka sayilar1 niifusa oranlandiginda en yogun
orana sahip tilkeler sirasiyla Suriye, Mogolistan ve Tacikistan'dir (Hull, & Schumaker,
2018). Suriye'de yasanan savas, halkin c¢esitli iilkelere gé¢ etmesine yol agmis ve bu
durum Avrupa'da ki bruselloz vakalarinda artisa yol agmistir (Deyi ve digerleri 2021).

T.C. Saglik Bakanlig1 yillik raporlar1 incelendiginde sekil 1'de gosterildigi gibi
Tiirkiye'de bruselloz vaka sayilarinda ki pik 2002-2004 yillar1 arasinda goriilmektedir.
1980°li yillara kadar gegen siirecte vaka sayisinin az olmasi, yapilan test sayisinin
azlig1 ve vaka bildiriminin az olmasi ile agiklanmaktadir. Tiirkiye'de 1984 yilinda
Brucella eradikasyonu i¢in ulusal bir proje baslatilmistir. Proje kapsaminda. 2012
yilinda B. abortus S-19 asist ile 4-8 aylik donemdeki digi buzagilari, B. melitensis Rev-

1 ag1s1 ile de kuzu ve oglaklar1 asilama projesi uygulanmaya baglamistir.
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Sekil 1. Tiirkiye'de yillara gore bruselloz vaka sayisi (T.C. Saglik Bakanligi verilerine gore olusturulmustur).

Bruselloz morbidite orani yliksek olmasina ragmen mortalite oran diisiik olan bir
hastaliktir (Sekil 2). Ge¢ tan1 konulmasi ve ge¢ baslanan tedavilerden dolay1 ortaya
cikan semptomlarin agirlagmasina bagli olarak nadir de olsa mortalite

gerceklesebilmektedir.
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Sekil 2. Tirkiye'de yillara gére bruselloz morbidite ve mortalite oranlari (T.C. Saglik Bakanligi verilerine gore
olusturulmustur).



Halk Saglig1 Genel Miidiirliigii verilerine gére 2017 yilinda Tiirkiye'de goriilen
bruselloz olgular sekil 3" de verilmistir. Hastalik hayvanciligin yogun olarak yapildigi
kirsal bolgelerde daha sik goriilmektedir.
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Sekil 3. 2017 y1l1 il bazinda bruselloz vaka insidansi (T.C. Saglik Bakanlig: Istatistikleri, 2017).

Bruselloz epidemiyolojisinde siirekli yasanan degisimin nedenleri arasinda biiyiik
oranda kdy iirlinlerine artan ilgi, sosyoekonomik degisiklikler, sanitasyon kosullari,
artan seyahatler, illegal ithalat ve politik nedenler sayilabilir. Brusellozun
eradikasyonu icin hastaligin hayvanlarda kontrol altina alinmasi ve hayvansal
irtinlerin daha kontrolii bir sekilde iiretilmesi cok biiylik 6nem tasimaktadir

(Kandemir, 2015).

2.5. Bakteriyolojik Ozellikler

Bruselloz etkeni olan bakteriler, Proteobacteria subesinin Alfaproteobacteria
smifinda yer alan, Rhizobiales takimimin Brucellaceae ailesindeki Brucella cinsi
bakterilerdir (Bowman, 2011; Stimerkan, 2008). Brucella bakterileri, plazmid, kapsiil,
pili veya ekzotoksin gibi 6zellikleri kodlayan viriilans genlerinden yoksundur (Seleem,

Boyle, & Sriranganathan, 2008).



2.5.1. Brucella Tiirleri

Isimlendirilmis on iki Brucella spp. ve heniiz isimlendirilmemis dort izolat vardir
(Hull, & Schumaker, 2018; Poetsch, & Marchesini, 2020). Genellikle izole edildigi
konaga gore isimlendirmeleri yapilmistir. Baz: tiirler insanlarda zoonotik hastaliklara
sebep olurken bazi tiirlerin zoonotik hastalik olusturma o6zellikleri heniiz tespit

edilmemistir. Brucella tiirlerinin konak organizmalar1 ve zoonotik hastalik olusturma

potansiyelleri tablo 1°de gosterilmistir.

Tablo 1. Brucella tiirleri, konak organizmalar1 ve zoonotik potansiyelleri (Hull, & Schumaker, 2018; Moreno, 2014).

Tiir Konak Zoonotik Potansiyel

B. melitensis Koyun, kegi ve deve Yiiksek

B. abortus Sigir, bizon ve geyik Yiiksek

B. suis Tavsan, domuz, ren geyigi Yiiksek

B. canis Kopekler Orta

B. ovis Koyun Enfeksiyon bildirilmemis

B. neotomae

Col fareleri

Enfeksiyon bildirilmemis

B. ceti

Balinalar

Disiik

B. pinnipedialis

Yiizgec ayaklilar

Diisiik

B. microti

Tarla fareleri ve Kizil tilkiler

Enfeksiyon bildirilmemis

B. inopinata

Bilinmiyor

Yiiksek

B. papionis Insan digindaki primatlar Enfeksiyon bildirilmemis
B. vulpis Kizil tilkiler Enfeksiyon bildirilmemis
Brucella NFXXXX Avustralya faresi Enfeksiyon bildirilmemis

B. unnamed

Mavi benekli vatoz

Enfeksiyon bildirilmemis

B. inopinata-like 09RB8471

Agag kurbagasi ve Afrika kurbagalar

Enfeksiyon bildirilmemis

Brucella UK8/14

Yesil agac kurbagasi

Enfeksiyon bildirilmemis




2.5.2. Antijenik Ozellikler

Gram negatif bakterilere benzer sekilde Brucella cinsi bakterilerin yiizey
katmanlar i¢ten disa dogru sirasiyla; sitoplazma membrani, peptidoglikan tabaka, dis
membran ve fosfolipit lipopolisakkarit (LPS) tabakalarindan meydana gelir (Baysal,
1999). Brucella peptidoglikan tabakasi diger gram negatif bakterilerin peptidoglikan
tabakasina benzer ve adjuvan 6zelligi gosterir (Zygmunt, Dubray, & Limet, 1991).

Brucella bakterilerinin baglica immiinojenik antijenleri; LPS, 1s1 sok proteinleri
(6rnegin; DnaK) dis membran proteinleri (OMP'ler), ve periplazmik proteinlerdir
(6rnegin; SOD, OMP28) (Jezi, Razavi, Mirnejad, & Zamani, 2019). Ekzotoksinler
bakimindan yoksun olan Brucella tiirlerinin en dikkat ¢ekici ylizey antijeni endotoksin
aktiviteye sahip olan LPS kompleksidir (Baysal, 1999).

LPS ii¢ bolimden olusur. Bu bdliimler; en dista O-antijeni, orta kisimda ¢ekirdek
oligosakkarit ve i¢ kisimda lipit A'dan olugsmaktadir (Sekil 4) (Cardoso, Macedo,
Azevedo, & Oliveira, 2006). Brucella'daki lipit A, diger gram-negatif
enterobakterilerden farkliklar gdsterir ve enfeksiyon baslangicinda konak immiin
yanittan kagisinda rol oynar (Gomes ve ark., 2012).

O-polisakkarit zinciri icerme durumuna gore LPS’ler Brucella bakterilerinde iki
farkli sekilde bulunabilir. O-polisakkarit zinciri varlifina smooth LPS (S-LPS) ve
yokluguda ise rough LPS (R-LPS) seklinde adlandirilir (Caro-Hernandez ve ark.,
2007). Patojenik suslarin virulansinda rol oynayan LPS O-zinciri, bakterileri oksijen
metabolitlerine, katyonik peptitlere ve kompleman bagiml lizize kars1 direngli hale
getirerek konak organizmada Brucella sagkalimi ve replikasyonu i¢in énemli roller
istlenir (Cardoso ve ark., 2006).

Brucella LPS tabakasinda yiizeyel L antijenleri ile birlikte somatik M ve A
antijenleri de bulunur (Memish, 2001). Yiizeyel L antijeni, Salmonella susundaki Vi
antijenine benzer sekilde serumlarda agliitinasyonunu engeller ancak serumlar

100°C'de 30 dakika inkiibe edildiginde bu durum ortadan kalkmaktadir (Badur, 1990).
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Sekil 4. Brucella hiicre membraninin sematik gosterimi (Cardoso ve ark., 2006).

Brucella hiicre membrani, i¢ ve dis fosfolipitler olmak iizere iki tabakadan olusur.
Bakterilerin dig membrani konak hiicre ile etkilesen ilk bolge oldugu i¢in enfeksiyonun
seyrinde kritik rol oynar ve lipopolisakkarit (LPS) igerir. LPS, {i¢ boliimden olusur (O-
antijeni, kor, lipit A). O-antijeni, hiicre dis1 bosluga uzanan polimerize seker zinciridir
ve edinsel immiin yanit tarafindan taninir. O-antijeni, sekerlerden olusan bir kor
molekiiliine baglidir. LPS'nin hidrofobik capasini olusturan kisim Lipit A olarak
isimlendirilir. Brucella lipit A, ¢ok uzun zincirli bir yag asidi (VLCFA) igerir ve
LPS'ye atfedilen endotoksik 6zelliklerin biiyiik bir kismindan sorumludur (Cardoso ve

ark., 2006; Haag, Myka, Arnold, Caro-Hernandez, & Ferguson, 2010; Raetz, 1996).

2.5.3. Genetik Ozellikler

Rhizobiales ailesinde yer alan Brucella cinsi haricindeki tiim diger tiyeler bir veya
daha fazla sayida plazmit tasir (Slater, 2009). Brucella bakterilerinin tilirlere gore
degisen fakat yaklasik 1.15 ve 2.05 Mb boyutlarinda ki dairesel iki kromozomdan
icerdigi ve ortalama 2,37 x 10° dalton genoma sahip oldugu gosterilmistir (Gupta,
Nayakwadi, Kumar, Gururaj, Kumar, & Pawaiya 2014; Michaux-Charachon, 1997).
Yaklasik olarak her genom biinyesinde 3200-3400 gen barindirir (He, 2012). Tiirler
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arasinda kromozom boyutundaki ve sayisindaki farkliliklar, tic rRNA (rrn) genini
iceren kromozomal bdlgelerdeki rearanjman ile agiklanmaktadir (Jumas-Bilak,
Michaux-Charachon, Bourg, O’Callaghan, & Ramuz, 1998). DNA-DNA
hibridizasyon ¢aligmalariyla tiirler arasinda % 96+5 DNA homolojisi oldugu ortaya
cikartlmistir (Verger, Grimont, Grimont, & Grayon, 1985). Dokuz Brucella susunda
yapilan ¢alismada genomlar arsindaki gen sayilari ve kromozomlar arasinda ki
guanin+sitozin igeriginin yaklasik olarak birbirine yakin oldugu gosterilmistir
(Wattam ve ark., 2009). Brucella kiigiik diizenleyici RNA'lar1 (sSRNA'lar), patogenez
ve stres adaptasyonunda rol alan posttranskripsiyonel diizenleyici molekiillerdir

(Wang ve ark., 2019).

2.5.4. Direnclilik Ozellikleri

Tiirlerin canli kalma siireleri glines 15181, ortam sicaklift ve neme gore
degismektedir. Genellikle cogu Brucella tiirleri dezenfektanlara karsi hassastirlar.
Karanlik yerlerde, uterus akintilarinda 75 giin, ahir duvarinda 4 ay ve giines almayan
toprakta 70 giin canli kalabilirler. Hayvan diskisinda 100 giin, salamura peynirde 30-
45 gilin yasayabilmektedir. Pastdrizasyon asamasinda 10-15 dakika igerisinde

yasamsal faaliyetlerini kaybederler (Gezgen, & Seker, 2014).

2.5.5. Viriilans Faktorleri

Viriilans faktorleri, bakterilerin konak organizmaya adaptasyonunu saglayan ve
bakteriler tarafindan konagin istilasina yardimci olan olusumlardir (Kohler ve ark.,
2002).

Viriilans faktorlerinin bir kismi, konake1 hiicreleri ele gecirmek icin gerekliyken
diger kismu ise, patojenin eliminasyondan ka¢inmasinda rol oynar. Brucella spp. kendi
replikatif vakuoliinde hayatta kalmak ve ¢ogalabilmek i¢in ayni zamanda konakgi
bagisiklik sisteminden kagmak icin ¢ok sayida viriilans faktorii tiretmektedir (Fugier,
Pappas, & Gorvel, 2007). Brucella'lar diger gram negatif bakterilerden farkli olarak

ekzotoksin, kapsiil, flagella, ekzoproteazlar veya ekzoenzimler, antijenik varyasyon,
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diren¢ formlar, sitolizinler, plazmitler gibi klasik viriilans faktorleri gostermezler

(Moreno, & Moriyon, 2002).

2.5.5.1. Lipopolisakkarit

Brucella, anti-mikrobiyal etkilere karst diren¢ kazandiran ve konakg¢1 bagisiklik
yanitlarim1 etkileyen bir lipopolisakkarite sahiptir (Lapaque, Moriyon, Moreno, &
Gorvel, 2005). Brucella'nin smooth fenotipi, lipit A, kor oligosakkarit ve bir O-
antijeninden olusan LPS'nin dis hiicre membranindaki varligindan kaynaklanmaktadir.
Rough fenotipindeki Brucella suslarinin LPS'si O-antijeni icermez (Seleem ve
digerleri 2008). Smooth Brucella'lar, O-antijen icermeyen rough suslara gore daha
etkin istila eden LPS igerir. LPS O-antijeni viriilansta kritik rol {istlenir ve hiicresel
apoptozu inhibe edip immiin yanitlar1 engeller (Jiménez de Bagiiés, Terraza, Gross, &
Dornand, 2004; Neta, 2010).

LPS'nin kimyasal yapisi, dogal bagisikligin antibakteriyel etkilerine karsi
bakteriye diren¢ kazandirir. Brucella LPS'in kompleman aktivasyonunu ve
opsonizasyonu Onledigi ayni zamanda antibakteriyel peptidlerin salinimini inhibe
ederek antimikrobiyal tepkileri ortadan kaldirdigi gosterilmistir (Lapaque ve ark.,
2005). Brucella abortus LPS'nin makrofajlarda MHC siif II antijen sunumuna etki
ederek CD4" T hiicre aktivasyonunu azalttigi gosterilmistir (Forestier, Deleuil,

Lapaque, Moreno, & Gorvel, 2000).

2.5.5.2. Tip IV Sekresyon Sistemi

Brucella'nin viriilans faktorii olarak kabul edilen VirB proteinleri, tip IV sekresyon
sistemini olusturur ve hiicre i¢i replikasyona katilir (Lapaque ve ark., 2005). Brucella
tip IV sekresyon sistemi, lizozom fiizyonunu inhibe etmek ve replikasyona olanak
tantyan bir yapinin olusturulmasi i¢in gereklidir (Marchesini, Herrmann, Salcedo,
Gorvel, & Comerci, 2011). Brucella igeren vakuol ile ER elemanlar1 arasindaki flizyon
olaylarinin ve etkilesimlerin ger¢eklesmesi i¢in gereklidir (Fugier, Pappas, & Gorvel,
2007). Tip IV sekresyon sistemi, fagozom asidifikasyonu ile endiiklenen operon

olusturur (Boschiroli ve ark., 2002). Hiicre i¢inde bakterinin hayatta kalmasi igin
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gerekli olan tip IV sekresyon sistemi bakimindan olusturulan mutant organizmanin,
endoplazmik retikulum (ER) ile etkilesemedigi ve sonunda lizozomal enzimler
aracilig ile oldiriildigi gosterilmistir (Celli, de Chastellier, Franchini, Pizarro-Cerda,

Moreno, & Gorvel, 2003).

2.5.5.3. iki Bilesenli BvrR / BvrsS sistemi

Bakteriyel patojenler, gen ekspresyonlarini modiile ederek enfeksiyon esnasinda
meydana gelen degisikliklere uyum saglayabilirler. Bu durum, genellikle bir regiilator
ve bir sensor protein kinazdan olusan iki bilesenli regiilatér sistemlerin kontrolii
altindadir (Finlay, & Falkow, 1997). Brucella BvrtR / BvrS (Brucella viriilans iligkili
diizenleyicisi / sensor sistemi) sistemi, en iyi karakterize edilmis iki bilesenli viriilans
faktoriidiir. Brucella BvrR / BvrS regiilator sistemi, ¢cevresel sinyaller sonucunda kinaz
aktivitesi sayesinde BvrS proteininin sensor kismini harekete gecirir ve ardindan BvrR
proteininin aktivasyonunu saglar (Glowacka, Zakowska, Naylor, Niemcewicz, &
Biclawska-Drozd, 2018).

BvrR ve BvrS mutantlart makrofajlarda fagolizozomlar i¢inde elimine edilirken
vahsi tip Brucellalar vakuolar bolmelerden kapsamli olarak ¢ogaldigi endoplazmik
retikuluma kadar hiicre i¢i trafigini devam ettirmis ve bu durum mutantlarin lizozom
flizyonundan kagamamasi ile agiklanmistir (Lopez-Gofiii, Guzman-Verri, Manterola,
Sola-Landa, Moriyon, & Moreno, 2002). BvrR / BvrS mutantlarinin, hiicre ici
replikasyonu ve fagozom lizozom fiizyonunu engelleme kabiliyetlerini kaybettikleri

gosterilmistir (Glowacka ve ark., 2018).

2.5.5.4. Siklik p-1,2 Glukan

Proteobacteria’larin periplazmik alaninda ozmoregiile periplazmik glukanlar
(OPG) mevcuttur. Dért OPG ailesi tammmlanmistir ve Brucella, siklik B-1,2 glukan
(SBG), IT OPG'ler ailesine aittir (Bohin, 2000). Brucella tarafindan sentezlenen SPG,
konak hiicre savunmasindan kurtulmak i¢in gerekli olan viriilans faktorlerindendir.
SBG mutantlarmin, replike olamadig1 ve fagolizozomlarda yok edildigi gosterilmistir.
Mutantlara saflastirilmis SBG tedavi uygulamasi yapildiginda, lizozom fiizyonundan

kurtulup vakuol olgunlasmasini gergeklestirebildikleri ve bdylece Brucella'nin hiicre
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icinde ER'ye ulagmasina ve hayatta kalmasina izin verdigi gosterilmis (Arellano-

Reynoso ve ark., 2005).

2.5.5.5. Siiperoksit Dismutaz ve Katalaz

Patojenik bakteriler, siiperoksit dismutaz ve katalaz gibi enzimleri konak
hiicrelerden gelen saldiriy1 engellemek amaciyla kullanmaktadirlar.

Brucella ile enfekte makrofajlar, bakterilerin ¢ogalmalarin1 engellemek icin
reaktif oksijen ara iirlinleri (ROI'ler) tiretirler (Gee ve ark.,. 2005). Hidrojen peroksit
(H203), sliperoksit (O2") ve hidroksil radikalleri (OH) gibi ROI'ler, Brucella igin
zararh iirlinlerdir ve bakteriler genellikle bu hasar1 6nlemek i¢in, detoksifiye eden
stiperoksit dismutaz, katalaz ve peroksidaz gibi enzimleri kullanir. Siiperoksit
dismutaz, siiperoksidin (O ) hidrojen peroksit (H202) ve oksijene ayrismasini
katalizler (Seleem ve ark., 2008).

Patojenik bakteriler konaga karsi kendini savunabilmek icin, katalaz enzimini
tireterek, hidrojen peroksidin su ve oksijene ayrismasini saglar (Kim, Sha, & Mayfield,
2000). Yapilan ¢alismalarda katalazin elzem bir virlilans faktorii olmadigi, katalaz
eksik mutantlarin cesitli enzimlerle (6r: DNA onarim enzimleri, alkil hidroperoksit

rediiktaz) katalazin yerini doldurabildigi gézlemlenmistir (Gtowacka ve ark., 2018).
2.5.5.6. Ureaz
Ureazlar, iireyi hidrolize ederek iki amonyak molekiilii ve karbonik asit olusturan
metaloenzimlerdir. Amonyak molekiilleri protonlanarak amonyum olusturur ve

boylece iirenin yikilmasi amonyum saglar ve bakterilerin hayatta kalmasina katki

saglayacak asidik ortam olusturulur (Seleem ve ark., 2008).
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2.5.5.7. Sitokrom Oksidaz

Brucella’nin  makrofajlarda yeterli oksijen bulamadigi durumlarda hayatta
kalmasina yardimci olan enzimdir (Loisel-Meyer, de Bagues, Kohler, Liautard, &

Jubier-Maurin, 2005).

2.5.5.8. Alkil Hidroperoksit Rediiktazlar

Brucella bakterisini zararli hidrojen peroksitlerin ve diger hidroperoksitlerin
yikimini saglayan peroksidaz ailesine ait enzimlerdir (Seleem ve ark., 2008). Bu
enzimler, reaktif nitrojene ve oksijen radikallerine karsi koruma saglamaktadirlar

(Chen, Xie, & Nathan, 1998).

2.5.5.9. Nitrik Oksit Rediiktaz

Enfekte makrofajlar nitrik oksit (NO) salgilayarak, Brucella enfeksiyonundan
korunmay1 hedeflemektedir (Loisel-Meyer, Jimenez de Bagues, Basseres, Dornand,
Kohler, Liautard, & Jubier-Maurin, 2006). Bakteriyel denitrifikasyon adi verilen yolak
ile solunan nitratin dinitrojen gazina indirgenmesi saglanir ve boylece diisiik oksijen
seviyelerinde bakterilerin biiylimesine olanak taninir. Dort farkli denitrifikasyon
enzim bulunur: nitrik oksit rediiktaz, nitrit rediiktaz, nitrat rediiktaz, ve nitréz oksit

rediiktaz (Stevanin, Moir, & Read, 2005).

2.5.5.10. Brucella Viriilans Faktorii A (BvfA)

Brucella cinsine 0zgii periplazmik proteindir. Makrofajlarda fagozom
asidifikasyonu, ile BvfA ekspresyonu endiiklenir. BvfA'nin islevi net olarak

bilinmesede bakteriyel repikasyona katki sagladig diistiniilmektedir (Lavigne ve ark.,

2005).
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2.5.5.11. Baz Eksizyon Onarimi

Eksoniikleaz IIT enzimi, DNA baz eksizyon onariminda gorev yapar ve XthA geni
(ekzodeoksiriboniikleaz IIT) tarafindan kodlanir. Bu gen Brucella genomunda iki farkl

tipte goriiliir ve mutant suslar reaktif oksijenlere kars1 hassastirlar (Seleem ve ark.,

2008).

2.6. Hastaligin insanlara Bulasma Yollar

Insan bruselloz vakalarinda hayvanlar birincil kaynaktirlar ve hayvanlarin fetiis,
plasenta ve vajinal dokulari bakteri yiikiiniin yogun oldugu dokulardir (Seleem, Boyle,
& Sriranganathan, 2010). Bruselloz, hayvanlardan insanlara genellikle ii¢ ana yoldan
bulagsma egiliminde olan zoonotik bir enfeksiyon hastaligidir. Deri ve konjunktival
temas, sindirim ve bulagici aerosollerin inhalasyonu ile bulasabilir (Kaufmann ve ark.,
1980).

Brucellanin 6zellikle enfekte hayvanlardan elde edilen ¢ig siit ve peynir gibi
gidalarin tiiketilmesiyle insanlara bulagmasi yaygin goriilen bir durumdur. Bu nedenle
hayvanlarda hastaligin kontrol altina alinmasi ile insanlardaki bruselloz insidansi
azaltilabilir (Altekruse, Timbo, Mowbray, Bean, & Potter, 1998; Hamdy, & Amin,
2002). Brucella bakterisi, enfekte hayvanlarin %80'inde meme bezlerinde ve meme
iistii lenf diiglimlerinde lokalizedir ve hayvanlar 6miirleri boyunca bu patojeni siitte
barindirmaya devam edebilir (Young, 1983) .

Brusellozun insandan insana bulasi ¢ok nadirdir. Emzirme doneminde anneden
bebege enfeksiyonun gectigi goriilmiistiir (Seleem ve ark., 2010). Insanlarda cinsel
yolla bruselloz bulasi nadirde olsa cinsel yolla geg¢isin tespit edildigi vakalar mevcuttur
(Meltzer, Sidi, Smolen, Banai, Bardenstein, & Schwartz, 2010). Kan transfiizyonu
sonucunda da insandan insana bulagmalarin gerceklestigi vakalar tespit edilmistir
(Franco, Mulder, Gilman, & Smits, 2007).

Bruselloz, saglik personelleri, mezbaha ve ¢iftlik calisanlar1 gibi bir¢ok meslek
gurubunda goriilen meslek hastaliklarindandir  (Baysal, 1999). Laboratuvar
personellerinde goriilen enfeksiyonlar, tiim bruselloz vakalarmin %2'lik kismini

olusturur. Bulagsma genellikle bakterilerin solunmasi yoluyla veya deri ile temas
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sonucunda gerceklesir (Staszkiewicz, Lewis, Colville, Zervos, & Band, 1991;

Ergoniil, Celikbas, Tezeren, Giivener, & Dokuzoguz, 2004).

2.7. Klinik Belirti ve Bulgular

Bruselloz, ¢ok cesitli organ veya viicut sistemleri {lizerinde etkileri goriilen
sistemik bir hastaliktir (Doganay, & Aygen, 2003). Enfeksiyon, etkenin tiiriine,
virlilansina, konagin yasi1 ve direncine bagli olarak ve ayni zamanda antimikrobiyal
tedaviye baslama siirecinin uzamasi durumunda farkli klinik tablolarla karsimiza
cikabilmektedir (Ertek, 2003). Genellikle 1 ile 5 hafta arasinda degisiklik gosteren
kulugka siiresi ile karakterizedir. Bruselloz semptomatik veya asemptomatik seyirli
olabilir ve semptomlarin baslangicindan itibaren gecen siirecin uzunluguna ve etkisine
gore, subakut veya kronik enfeksiyon seklinde kategorize edilmektedir. Bir veya daha
fazla organda meydana gelen tutulum goriildiigiinde hastalik lokalize enfeksiyon
olarak siiflandirilmaktadir (Doganay, & Aygen, 2003). Tedavinin tamamlanmasinin
ardindan 6 ay icinde relaps gelisebilir. Relaps nedeni, tedavi erken bitirilmesi, eksik

antibiyotik secimi veya lokalize bir enfeksiyon odaginin olmasidir (Kandemir, 2015).

2.7.1. Subklinik veya Asemptomatik Enfeksiyon

Hastalarda herhangi bir belirti olmaksizin pozitif seroloji sonucu ile teshis edilir
ve genellikle ciftcilerde, veterinerlerde ve mezbaha ¢alisanlarinda goriiliir (Doganay,

& Aygen, 2003).

2.7.2. Akut Enfeksiyon

Semptomlarinin ortaya ¢ikmasindan itibaren gegen siire 8 haftadan daha kisa ise
genellikle akut enfeksiyon olarak adlandirilir (Kandemir, 2015). Bu doénemde
hastalarin biiyiik ¢ogunlugunda halsizlik, ates, agri, istahsizlik, gece terlemesi vb.
semptomlar goriilmektedir (Galinska, & Zagorski, 2013). Organ tutulumu ortaya
c¢ikabilir (%40-50) (Doganay, & Aygen, 2003).
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2.7.3. Subakut Enfeksiyon

Semptomlar 8 ve 52. haftalar arasinda da goriiliiyor ise genellikle subakut
enfeksiyon olarak degerlendirilirler. Siklikla yanlis tan1 veya yetersiz antibiyotik
tedavisi alan hastalarda goriilmektedir. Klinik tablo hastalar arasinda degisiklik
gosterse de genellikle daha hafif seyreder ve lokalize enfeksiyonlar ortaya ¢ikabilir
(Doganay, & Aygen, 2003). Ogleden sonra yiikselmeye baslayan atesin geceleri yogun

terleme sonucunda diismesiyle karakterizedir (Ertek, 2003).

2.7.4. Kronik Enfeksiyon

Bir yildan daha uzun siiredir semptomlarin goriildiigii hastalarda enfeksiyon
kronik olarak nitelendirilir (Kandemir, 2015). Cocuklarda nadir goriilmesine karsin
yaslilarda sik goriilen klinik durumdur (Doganay, & Aygen, 2003). Subfebril ates ve
noropsikiyatrik semptomlar hakimdir (Ertek, 2003).

2.7. 5. Lokalize Enfeksiyon

Organizmanin kanda varliginin gosterilemedigi ancak karaciger, beyin, omurilik
stvisi, kemik ve eklemler gibi ¢esitli dokularda lokalize olmasi1 durumunda lokalize
enfeksiyon olarak nitelendirilir. Sistemik enfeksiyona bagli olarak lokalize
enfeksiyonlar olusabilir ve ortaya c¢ikan klinik tablo genellikle bruselloz

komplikasyonlar1 olarak degerlendirilir (Doganay, & Aygen, 2003).

2.8. Komplikasyonlar

Brucella enfeksiyonlarinda mortalitenin diisiik olmasina karsin morbidite orani
oldukca yliksektir ve insanlarda neredeyse tiim sistemlerde komplikasyon
olusturabilmektedir (Aygen, Doganay, Siimerkan, Yildiz, & Kayabas, 2002).
Osteoartikiiler tutulum ve gastrointestinal sistem tutulumlar1 brusellozda siklikla
karsilagilan komplikasyonlardandir (Mousa, Muhtaseb, Almudallal, Khodeir, &

Marafie, 1987). Genitoliriner sistem, kardiyovaskiiler sistem, hematolojik sistem,
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pulmoner sistem, norolojik sistem, kutan6z sistem ve okiiler sistemler gibi ¢cok sayida
sistem {lizerinde ¢esitli komplikasyonlar olusturmaktadir. Erigkin hastalara kiyasla
cocuklarda genellikle komplikasyon siddeti daha hafif seyretmektedir (Kandemir,
2015).

2.9. Tam

Brusellozda semptomlarin gesitliligi ve bazi hastalarda sinsi seyretmesi nedeniyle
¢ogu zaman tanida giicliikkler ortaya ¢ikmaktadir (Aktas, 2003). Ayirt edici klinik
bulgular gostermeyen Brucella enfeksiyonlar: genellikle atesle seyreden diger klinik
tablolarla karistirilir (Toklu, Akagag, & Agca, 2012). Bakteriye kars1 olusturulan
antikorlarin tespiti, bakteriye ait niikleik asit varligi veya bakterinin kiiltiirde
tiretilmesi gibi ¢esitli yontemlerle tan1 konulabilmektedir (Aktas, 2003).

Glinlimiizde polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) testleri enfeksiyon hastaliklarinin
tanisinda ve aymi zamanda tedavinin gidisatinin belirlenmesinde 6nemli bir yere
sahiptir. Kan veya kemik iligi ile yapilan kiiltiirler bruselloz i¢in temel tam
yontemlerindendir (Dizer, Beker, Cicek, Giiner, Zeren, & Pahsa, 2005). Gerekli kiiltiir
sartlarinin olusturulmasindaki zorluklardan 6tiirli, genellikle bruselloz tanis1 serolojik
testlerle konulmaktadir (Toklu ve ark., 2012). Serolojik tanida kullanilmakta olan
testlerin farkli Ozgiillik ve duyarlilikta calismasi nedeniyle birkag¢ testin birlikte

caligilmasi 6nerilmektedir (Araj, 2010).

2.9.1. Kiiltiir Yontemleri

Genellikle kan ve kemik iliginden kiiltiir yapilmakla birlikte ayn1 zamanda beyin
omurilik sivist ve eklem sivisindan da kiiltiirler gerceklestirilebilmektedir (Dizer ve
ark., 2005). Kan kiiltiiriiniin duyarlilig1 bakteri tiirline, kanda dolasan bakteri miktarina
ve kullanilan yonteme gore degisiklik gosterebilmektedir (Pappas, Akritidis,
Bosilkovski, & Tsianos, 2005). Brusellozun tanisinda kiiltiir yontemi altin standart
olarak degerlendirilir ve elde edilen pozitif sonu¢ kesin tanit saglar (Araj,
2010). Retikiiloendotelyal sistemde bakterinin yiiksek konsantrasyonda bulunmasi

kemik iligi kiiltiiriinii 6nemli kilar ve ayn1 zamanda kemik iligi kiiltiirleri kan
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kiiltiirtinden de daha once poziftifligin saptanmasina aracilik eder. Brucella tiirleri,
Castaneda veya standart bifazik (kat1 ve sivi) kiiltiir yontemleri ile, otomatize kan
kiltiir sistemleri ve BACTEC kan Kkiiltiir sistemi ile izole edilebilir (Pappas ve ark.,
2005).

2.9.2. Serolojik Yontemler

Rose-Bengal Testi, Standart Tiip Agliitinasyon testi (STA) ve Coombs'lu STA
testleri serolojik tanida siklikla kullanilan testlerdir (Toklu ve ark., 2012). Rose Bengal
testi bruselloz i¢in tarama testi niteligindedir ve elde edilen pozitif degerler diger
serum agliitinasyon testleri ile dogrulanmaktadir (Christopher, Umapathy, &
Ravikumar, 2010; Toklu ve ark., 2012). STA test sonucunu etkileyen blokan
antikorlar, yalanci negatiflikler verebilecegi i¢in bu yonteme ek olarak Coombs (anti-
Brucella) testi ya da Immunocapture (yakalamali agliitinasyon) testlerinin ¢alisiimasi
onerilmektedir (Irvem, Yiicel, Aksaray, & Bor, 2015; Toklu ve ark., 2012). Bruselloz
tanisinda kullanilabilen serolojik testler tablo 2°de gosterilmektedir.

Brusellozda lipopolisakkaritlere karsi olusturulan IgM antikorlar1 birinci haftada,
IgG antikorlart ise ikinci haftada yiikselmeye baglar ve dordiincii haftaya gelindiginde
iki antikor tipinde de pik goriiliir. Tedavi ile antikor diizeylerinde azalma goriiliir ancak
bu azalmanin goriilmemesi ya da sonraki siirecte tekrar yiikselmesi durumunda relaps
thtimalinden s6z edilir. Kronik brusellozda ise IgG ve IgA antikorlari alt1 aydan daha
uzun bir siire yliksek titrede kalabilir ancak antikor profili her zaman klinik tablo ile
uyumlu olmayabilir (Pappas ve ark., 2005). Bu nedenle tanida kullanilacak testin
secimine ¢ok yonlii diisiiniilerek karar verilir ve genellikle birkag¢ serolojik testin

kombine olarak kullanilmasi ile degerlendirilir.
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Tablo 2. Bruselloz tanisinda kullanilan serolojik testler (Aligkan, 2008; Araj, 2010; Christopher ve ark., 2010 ve Ozdemir ve ark.,
2007).

SEROLOJIK TESTLER ACIKLAMA

Rose-Bengal testi %75-91 ozgiillikte ¢alisan, yiiksek duyarlilikta, hizli sonug veren, uygulamasi
kolay ve diisiik maliyetli agliitinasyon testidir. Test prensibi antikorlarm S-
LPS’ye olan reaktivitesine dayanir.

Standart tiip agliitinasyon testi (STA)  S-LPS’yekars1 olusan total (IgG, IgM ve IgA) antikorlar saptanmaktadir. Yalanci
pozitif ve yalanci negatif sonu¢ verme riski bulundugu icin ek testler
gerektirebilir.

Mikroagliitinasyon testi (MAT) Minyatiirlestirilmis bir STA testidir. Az miktarda serum ve reaktifler
kullanmasiyla ve ayn1 anda ¢ok sayida numuneyi test edebilmesiyle STA'ya gore
daha avantajlidir ancak STA testindeki dezavantajlar bu testte de mevcuttur.

Coombs (anti-Brucella) testi Blokan antikorlar1 ve prezon fenomeni gibi etkenleri ortadan kaldirip duyarlilig:
arttirir. Hastalig1 devam eden ve niikseden hastalarda dogrulama i¢in en uygun ve
hassas testtir.

Merkaptan testleri 2-merkaptoetanol ve dithiothreitol (DTT) kullanilarak IgM antikorlarimn disiilfit
baglar1 indirgenir ve IgG antikorlar1 tespit edilmektedir.

Dipstick testi Brucella‘ya 6zgiil IgM antikorlarini tespit ederek akut hastalarm teshisini saglar.

Akim yontemi (Flow Assay) IgG ve IgM antikorlarim tespit eden ¢ok az numune ile hizli yiiksek duyarlilikta
sonug veren yontemdir.

Immunocapture (yakalamah Blokan antikorlan yakalayarak yiiksek titrede IgG, IgM ve IgA antikorlarinin
agliitinasyon) tespitini saglar.
ELISA Spesifik immiinoglobulinleri (IgG, IgM, IgA) kisa siirede, yiiksek duyarlilik ve

ozgiilliikle ortaya koyan yontemdir.

Brucellacapt testi Total antikorlarla birlikte blokan antikorlar1 da tespit eden yiiksek duyarlilik ve
ozgiilliikleki hemagliitinasyon testidir.

Diger serolojik testler (kompleman Zaman alici, radyasyon riski, zor ve subjektif degerlendirilen testler olup,
birlesmesi testi, radioimmunassay testi genellikle tercih edilmezler.
ve floresan antikor yontemleri)

2.9.3. Molekiiler Yontemler

Molekiiler tan1 yontemlerinde elde edilen gelismeler bu yontemlerin bruselloz
tanisinda da kullanilabilirligini ortaya koymustur (Araj, 2010). Polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR) testi hastaligin tanisinda kullanilan molekiiler yontemler arasinda
yer almaktadir. Bakterinin serumda ¢ok nadir bulunmasi nedeniyle PCR testinin
serumdan calisilmasinin tan1 i¢in bir 6nemi yoktur. En etkin sonuglar enfekte oldugu
diistiniilen hastalardan alinan kan 6rneklerinden elde edilmekteyken, beyin omurilik
stvis, idrar, eklem sivilar1 ve kontamine doku ornekleride PCR igin uygun
numunelerdir (Dizer ve ark., 2005).

Geleneksel polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ve real-time PCR (RT-PCR)
testleri, Brucella tiirlerinin tiplendirilmesinde ve tedavi yanitinin izlenmesinde

kullanilan 6nemli tekniklerdir (Araj, 2010; Christopher ve ark., 2010). Brucella
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genomundaki kisa niikleotid tekrar dizileri tiirler arasinda genis bir varyasyon gosterir.
Bu tekrarlarin PCR amplifikasyonu, tiirler i¢in klasik tipleme yontemlerinden daha

sagliklidir (Christopher ve ark., 2010).

2.10. Tedavi

Brucella bakterileri hiicre icerisine yerlesim gosteren organizmalar oldugundan,
tedavide kullanilan ilaglarin hiicre i¢ine girebilen ve bakterisid 6zellik gosteren tiirde
olmalar1 gerekmektedir. Tedavinin erken kesildigi durumlarda relaps oram
yiikselmektedir (Young, 1995). Brusellozda antibiyotik tedavileri ile semptomlar ve
komplikasyonlar ortadan kaldirilir ve relaps riski azaltilir (Isik, 2010). Hastalarin
tedavinin ilk haftasinmi istirahat ederek gecirmeleri, sindirimi kolay ve sulu gidalar
tilketmeleri Onerilerek iyilesme siireci hizlandirilmaktadir (Madkour, 2008; Selcuk,
2006).

Tedavi yonteminin se¢imi ve uygulanma siiresi; hastanin yas, allerji, gebelik, renal
yetmezlik ve organ tutulumu varhigi gibi  kriterler degerlendirilerek
kisisellestirilmelidir (Doganay, & Aygen, 2003; Madkour, 2008 ve Young, 2004).

Tedavide basari, ikili ve bazi durumlarda ii¢lii antibiyoterapinin uzun siireli
devamliligi ile saglanmaktadir. Monoterapi, bakterinin antibiyotife direng
kazanmasina, intraselliiler cogalmaya devam etmesine ve relapsa yol agmasi nedeniyle
uygun goriilmemektedir (Doganay, & Aygen, 2003; Selguk, 2006). Genellikle
kullanilan ~ ikili  antibiyoterapiler, tetrasiklin-aminoglikozid = kombinasyonu,
doksisiklin-rifampisin kombinasyonu ve rifampisin-kotrimoksazol kombinasyonu
seklindedir (Isik, 2010).

Herhangi bir organ tutulumu veya komplikasyon durumunda secilen tedavi,
genellikle fokal hastalig1 olmayan olgular ile aynidir. Bazen birkag lokalize formun

tedavisinde ameliyata ihtiya¢ duyulabilir (Doganay, & Aygen, 2003).
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2.11. Bruselloz Patogenezi

Brucella spp. insan ve hayvanlar i¢in fakiiltatif hiicre i¢i patojenlerdir ve
makrofajlar ve polimorfoniikleer I6kositler (PMNL) igerisinde hayatta kalip
cogalabilmektedirler. Bakteriler solunum, sindirim, siyriklar veya konjunktival
mukoza yoluyla viicuda girebilir (Corbel, 1997 ve Memish, 2001). Mide suyunun
diisiik pH"'1 agiz enfeksiyonuna karsit bir miktar koruma saglayabilir ancak mide
koruyucular veya H; reseptor blokanlar1 bruselloza duyarhiligi artirabilir (Steffen,
1977).

Brucella bakterileri ¢ogu patojenik bakterinin aksine, konak hiicrelerde immiin
savunma mekanizmalarindan kagmak ve replike olabilmek ic¢in klasik viriilans
faktorleri (toksin, kapsiil, fibria, plazmit vb.) bulundurmazlar, bunun yerine viriilans
faktorii olarak islev goren bazi molekiiller igermektedirler (Gorvel, & Moreno,
2002). Brucella'min fagozom-lizozom flizyonunu inhibe edip otofagozomlara
benzeyen hiicre i¢i bolmede replike oldugu gosterilmistir (Watarai, Makino, Fujii,
Okamoto, & Shirahata, 2002). Brucella bakterileri, dogal immiin yaniti, kompleman
ve diger bakterisidal maddelerin aktivasyonunu engelleyebilmekte boylece konak
hiicre igerisinde uzun stireli enfeksiyon olusturabilmektedir (Dornand, Gross, Lafont,
Liautard, Oliaro, & Liautard 2002).

Mukozaya gelen Brucella bakterileri opsonize edildiginde, kompleman ve Fc
reseptorler araciligiyla profesyonel fagositler tarafindan alinirken, opsonize edilmeyen
Brucella’lar ise lipit yiginlari ile hiicre i¢ine alinir (Gorvel, & Moreno, 2002; Watarai,
Makino, Fujii, Okamoto, & Shirahata, 2002). Profesyonel olmayan fagositlerde
Brucella  bakterilerinin  igsellestirmesi  i¢in  hiicre  iskelet  yapilarinin
gorevlendirilmesiyle birlikte bazi Rho alt ailesi kiiciik GTPaz'larinin (Rho, Rac ve
Cdc42) aktivasyonu da gereklidir (Guzman-Verri ve ark., 2001).

Bruselloz, hem hiimoral hem de hiicresel bagisikligi endiikleyebilmektedir.
Insanlarda enfeksiyon esnasinda sirastyla IgM ve IgG antikor yamtlari olusur ancak
tedavi ile birlikte IgG antikorlarinda IgM antikorlarina kiyasla daha hizli bir diisiis
yasanmaktadir. Relaps durumunda ise IgG ve IgA titrelerinde artis goriilebilmektedir

(Kandemir, 2015; Pappas ve ark., 2005).
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Brucella suslarinin makrofajlar i¢cindeki hiicre i¢i biiyiimesi, tiimdr nekroz faktor-
alfa (TNF-a), interlokin-2 (IL-2), IL-10, IL-12 ve interferon-gamma (IFN-y) gibi
cesitli sitokinler tarafindan kontrol edilebilmektedir (Gorvel, & Moreno, 2002).

Insanlarda Brucella enfeksiyonu, polimorfoniikleer 16kositler, epiteloid hiicreler
ve lenfositlerden olusan graniilomlarmn meydana gelmesiyle sonuclanabilir.
Graniilomat6z yanit, B. abortus enfeksiyonlarinin 6zelligidir ve B. suis enfeksiyonuna
genellikle dalakta ve eklemlerde kronik apse olusumu eslik etmektedir (Doganay, &

Aygen, 2003).

2.12. Bruselloz immiinolojisi

Brucella hiicre duvar1 ve LPS yapisi, antijen sunan hiicrelerin (ASH) Toll benzeri
reseptorlerince [Toll like receptor (TLR)] (TLR2, 4 ve 9) taninarak hiicre igerisine
alinmas1 saglanmaktadir. Bu durum dogal bagisikligin parcasi olan TNF-a, IL-1B ve
IL-6 gibi sitokinleri endiikleyerek ASH aktivasyonunu artirmaktadir. ASH fagositozu
takiben bazi bakteriyel peptidler, sentezlenen major histocompatibility complex
(MHC) molekiilleri ile birlikte hiicre ylizeyinde sergilenir ve deri ve mukozal
bolgelerden lenfoid organlara go¢ ederek antijene 6zgiil yanitlarin olugsmasina aracilik
etmektedirler (Golding ve ark., 2001). Aktive olan CD8" T hiicreleri bakterinin
fagosite edildigi hiicreleri tamiyarak yok edebilirken, CD4" T hiicreleri, B
hiicrelerinden antikor salinimini endiiklemektedir.

Brucella tiirleri c¢esitli stratejiler gelistirerek konak immiin savunma
mekanizmalarindan kagar. Antijen sunan hiicreler, dogal 6ldiiriicii (NK) hiicreleri,
CD4" ve CD8" T hiicreleri ve B hiicreleri gibi bir¢ok hiicreye etki ederek hem dogal
hem de edinsel tepkilere yol agmaktadir (Golding ve ark., 2001) (Sekil 5).
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Brucella bakterilerine karst olusan immiin yanitlar fare modellerinde karakterize
edilmis ve insanlardaki yanitlara benzer sekilde fagositik hiicrelerde kolonize olup
antibiyotik tedavisi yoklugunda dokularda mortalite ve morbidite olusturmadan
aylarca yagam siirdligii gosterilmistir. Farelerde enfeksiyonun ilk asamalarinda konak
savunmasi, T hiicreleri ve NK hiicreleri tarafindan IFN-y {iretimi ile Thl benzeri
yanitlar olusturmaktadir (Rolan, & Tsolis 2008).

IFN-y, Brucella enfeksiyonunu kontrol eden anahtar sitokindir ve ana
islevlerinden biri, fagositik hiicrelerde, Brucella 6ldiiriicii efektor mekanizmalardan
olan endiiklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS) gibi faktorlerin uyarilmasidir (Copin,
De Baetselier, Carlier, Letesson, & Muraille, 2007). IFN-y eksikligi olan farelerin
Brucella replikasyonunu kontrol edemeyip enfeksiyona karsi yenik diistiikleri
gosterilmistir (Murphy, Sathiyaseelan, Parent, Zou, & Baldwin, 2001). CD4" T
hiicreleri, B hiicreleri ve makrofajlarca endiiklenen anti-enflamatuvar IL-10 sitokini,
makrofajlarin mikrobisidal aktivitesini inhibe etmekle birlikte IFN-y aktivitesini de
azaltabilmektedir (Fernandes, & Baldwin, 1995a). Brucella bakterileri antijen sunan
hiicrelerden IL-12 salgilamasin1 endiikleyerek NK hiicreleri araciligiyla IFN-y
sekresyonuna yol agmaktadirlar ve bdylece NK hiicreleri enfekte makrofajlarin
ortadan kaldirilmasinda 6nemli roller tistlenmektedir (Biron, 1999).

Insan ve hayvanlardaki bazi immiin yanitlar farklilik géstermektedir. Ornegin, B.
abortus enfeksiyonunu kontrol etmek icin kemirgen NK hiicreleri cok énemli roller
tistlenmese de, insan NK hiicreleri B. suis ile enfekte makrofajlarin oldiiriilmesine
aracilik etmektedir (Dornand, Lafont, Oliaro, Terraza, Castaneda-Roldan, & Liautard,
2004; Fernandes, Benson, & Baldwin, 1995b).

TLR'ler tarafindan aktive edilen sinyaller, toll interlokin-1 reseptorii (TIR)
araciligiyla azaltilabilmektedir (Dorneles ve ark., 2015). Rafiei ve digerlerinin
(2006) yaptig1 calismada Brucella enfeksiyonu baglangicinda Thl yanitinin baskin
oldugu, hastalifin devam etmesiyle azaldig1 goriiliirken, bu siiregte CD3" IL-13" T

hiicrelerinin yiizdesinin 6nemli 6l¢iide arttig1 gosterilmistir.
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2.13. immiinomodiilator Molekiiller

Bakteri kaynakli enfeksiyon durumlarinda, ¢esitli anti-enflamatuvar ve pro-
enflamatuvar mediyatorler (sitokinler ve protein yapili molekiiller vb.) salgilanarak
konak savunma mekanizmalar1 harekete gegmektedir. Pro-enflamatuvar mediyatorler
enfekte edici ajanlara kars1 koruyucu immiin yanitlar1 aktive eder. Anti-enflamatuvar
mediyatdrler ise immdiin hiicre aktivasyonunu baskilar ve doku hasarina karsi koruyucu
etkiler sergilerler.

Pro-enflamatuvar ve anti-enflamatuvar siirecler arasinda bir denge
saglanamadiginda organizma i¢in zararli etkiler ortaya cikabilir ve bu durum doku
hasari ile karakterize kronik enflamasyonlara yol agabilir (Yu, Dolter, & Shao, 1998).

Bu calismada arastirilan immiinomodiilator yapidaki molekiiller, immiin
yanitlarinin  diizenlenmesinde ve enflamatuvar yanitlarin olusumunda etkin rol
oynayan aktivin A, aktivin B ve follistatin molekiilleridir. Aktivinler hem pro-
enflamatuvar hem de anti-enflamatuvar aktivite gosterebilen protein yapih
molekiillerdir ve enflamatuvar yanitlar1 yonlendiren sitokin kaskadinin kontroliinde
major rol oynarlar. Follistatin ise aktivinlerin fonksiyonlarini inhibe veya nétralize

eden bir proteindir ve bu yolla enflamatuvar siireci diizenleyebilirler.

2.13.1. Aktivin A

TGF-B1 siiper ailesinin iiyesi olan aktivinler, hem pro-enflamatuvar hem de anti-
enflamatuvar siireglerde rol alan, protein yapili molekiillerdir (Jones, Mansell, Patella,
Scott, Hedger, de Kretser, & Phillips, 2007). TGF- iiyelerine benzer sekilde
aktivinler, yaklasik 25 kDa'lik disiilfit bagl B alt birimlerinin (Ba, BB, Bc, Pp ve BE)
homodimerleri veya heterodimerleri seklinde bulunurlar (Daopin, Piez, Ogawa, &
Davies, 1992; De Kretser, O’Hehir, Hardy, & Hedger, 2012; Hedger, & de Kretser,
2013).

Sekil 6°da gosterildigi gibi, aktivin A, inhibin siibiinit fa (INHBA) geni tarafindan
kodlanan inhibin B alt biriminin homodimeri olarak olusturulurken (Bafa), aktivin B,
INHBB geni tarafindan kodlanan inhibin g alt birimlerinden olusturulur ($sfs)

(Hedger, Winnall, Phillips, & de Kretser, 2011). Aktivinler ve inhibinler ortak [ alt
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birimlerini  paylasirlar.  Inhibinler af heterodimerleriyken, aktivinler Bp
homodimerlerdir. Inhibinler aktivinlerden &nce kesfedilip izole edildigi igin, B

monomerleri inhibin  olarak adlandirilmaktadir (Namwanje, & Brown, 2016).

INHBA gene INHA gene INHBE gene
TN e TR0 TRV

- . }
IS N A MMM NN PNANA NGNS I

Ba-Subunit 1 Rt c-Subunit 1 Bg-Subunit l

— — —

: - 'H. z..r'". ™ -~

Activin A Inhibin A Inhibin B Activin B
M
B

activin antagonistleri

Sekil 6. Aktivin ve inhibin sentezi (Hedger ve ark., 2011).

Aktivin A ve B'nin biyolojik aktiviteleri benzerdir, ancak bazi durumlarda farkli
etkiler gosterebilirler. Her iki homodimer, hiicre gelisimi ve immiinite {izerinde genis
biyolojik etkiler gosterebilmek i¢in aktivin reseptor kompleksine baglanirlar (Hedger,
ve ark., 2011). Aktivinler i¢in her biri ¢esitli izoformlarda bulunan iki tip protein serin-
treonin kinaz reseptorii (ActR-I ve ActR-II) bulunmaktadir (Attisano, Wrana,
Montalvo, & Massague, 1996).

Klinik ¢alismalar ve deneysel hayvan modelleri, hem akut hem de kronik
enflamasyon durumunda aktivin seviyelerinin arttifini ve ¢ogu zaman hastalik
siddetinin bir gostergesi oldugunu ortaya koymustur (Hedger ve ark., 2011).

Aktivinlere yiiksek afinite ile baglanan follistatin, aktivinin tiim eylemlerini inhibe
edebilme yetenegine sahiptir (De Kretser ve ark.,, 2012). Aktivinin etkisinin
inhibisyonu, cesitli hastalik modellerinde enflamasyonu ve morbidite / mortaliteyi
azaltmistir (Hedger, & de Kretser, 2013).

Aktivin A, enflamatuvar siirecler boyunca (6zellikle enfeksiyonlar sirasinda)
endiiklenmektedir (Jones, Brauman, Groome, de Kretser, & Phillips 2000). Aktivin
A, kemik iligi stromal hiicreleri, miyeloid hiicreler (makrofajlar ve dendritik hiicreler),

mast hiicreleri, epitel hiicreleri, endotel hiicreleri, nétrofiller ve Th2 hiicreleri
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tarafindan tiretilebilir ve ¢ok cesitli hiicre tiplerinin gelisimi ve fonksiyonu iizerinde
pleiotropik etkiler gosterebilir (Hedger, & de Kretser, 2013).

Bircok c¢alisma aktivin A iiretiminin, enflamatuvar sitokinler, Toll benzeri
reseptor ligandlar1 ve oksidatif stres tarafindan uyarildigini gostermektedir (De Kretser
ve ark., 2012). Enflamatuvar sinyal yolaklarin1 aktive etme yetenegine sahip diger
faktorler de (TNF-0, GM-CSF, basic fibroblast growth factor, epidermal growth
faktor, platelet-derived growth factor, TGF-B, IFN-y) aktivin A iretimini
endiikleyebilir (Hedger ve ark., 2011). Yapilan ¢alismalarda bakteriyal endotoksin
LPS’nin, aktivin A’nin dolasimda hizlica salinmasini (40 dakika i¢inde) endiikledigi
gosterilmistir. Ayrica, aktivin A, TNF-a ve IL-6 gibi sitokinlerden daha erken agiga
cikmaktadir (Jones ve ark., 2007). TLR reseptor ligandlari (bakteriler ve viriisler) veya
pro-enflamatuvar sitokinlerle (TNF-a ve IFN-y) in vitro stimiilasyonda aktivin A
diizeyleri, monositler, makrofajlar, dendritik hiicreler, lenfositler, epitelyal ve
endotelyal hiicreler gibi bir¢ok hiicre grubunda artig gostermistir (De Kretser ve ark.,
2012; Kariyawasam, Semitekolou, Robinson, & Xanthou, 2011).

Aktivinler, aktivasyon durumlarina bagli olarak makrofajlar iizerinde hem pro-
enflamatuvar hem de anti-enflamatuvar etkileri tesvik edebilir. Makrofajlarda matriks
metalloproteinaz-2 (MMP2) ekspresyonunu ve aktivitesini artirarak, makrofaj gogii ve
infiltrasyonunda 6nemli bir rol oynar (Ogawa, Funaba, Mathews, & Mizutani
2000). Aktivin A'nin, sican mikroglial hiicrelerinin LPS'e maruz kalmasinin ardindan
pro-enflamatuvar mediyatorlerin (IL-8, IL-6 ve endiiklenebilir nitrik oksit sentaz)
salinmasin1 bozarak anti-enflamatuvar etkiler gosterdigi ortaya konulmustur (Sugama,
Takenouchi, Kitani, Fujita, & Hashimoto 2007).

Aktivin A, dendritik hiicrelerin aktivasyonunu, farklilasmasini ve gociinii
endiikleyerek, antijenlerin lenf diigiimlerindeki naif T lenfositlere sunulmasina aracilik
eder. Dendritik hiicrelerden salinan aktivin A, proliferasyon, olgunlasma ve IFN-y
tiretme yeteneklerini baskilayarak NK hiicre fonksiyonlarini inhibe eder (Bloise,
Ciarmela, Dela Cruz, Luisi, Petraglia, & Reis, 2019).

Aktivin A, bazi durumlarda timik ve periferik T hiicrelerinin aktivasyonunu ve
proliferasyonunu inhibe eder ve B hiicrelerinin biiylimesini ve sag kalimini
engelleyebilir (De Kretser ve ark., 2012). Kemik iliginde aktivin A, fizyolojik kosullar

altinda B hiicre proliferasyonunu inhibe eder ancak enflamatuvar durumlar ortaya
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ciktiginda, aktivin A'mnin kemik iligindeki ekspresyonu azalarak B hiicrelerinin
cogalmasi saglanir (Bloise ve ark., 2019). Aktivin A ayrica Th2 hiicreleri tarafindan
tiretilir ve B hiicreleri tarafindan antikor iiretimini ve regiilatér T (Treg) hiicrelerinin
gelisimini uyarir (De Kretser ve ark., 2012). T hiicreleri, efektér T hiicrelerine
farklilastikca naif CD4" hiicreleri tarafindan salgilanan aktivin A tarafindan

diizenlenebilir (Bloise ve ark., 2019).

2.13.2. Aktivin B

Aktivin B, inhibin B'nin Bg alt biriminin homodimeridir ve Ba alt birimi ile
yaklagik % 65 sekans homolojisi gosterir (Mason, Niall, & Seeburg, 1986). TGF-§3
aktivin protein alt gruplariyla yakin iligkilidir ve ayni1 reseptorlere baglanir. Biyolojik
fonksiyonlar1 follistatin tarafindan engellenebilir (Jones ve ark., 2007). Ancak
enflamasyondaki etkinligi ile ilgili sinirl sayida bilgi bulunmaktadir.

Farelerde LPS ile endiiklenen karaciger enflamasyonu modelinde Bg alt birimi
ekspresyon seviyeleri dnemli 6l¢iide artmis, ancak inhibin o veya B alt biriminde artis
gorilmemistir. Bu veriler degerlendirildiginde aktivin B'nin, aktivin A ve
inhibinlerden bagimsiz olarak karaciger iltihabinda rol oynadigini gdstermektedir
(Hamang, 2019).

Karacigerlerden salgilanan hepsidinin, aktivin B aracilifiyla uyarilarak
enflamasyon anemisine yol actid1 tespit edilmistir (Canali ve ark., 2016).

Aktivin B, iskemi-reperfiizyon hasarma (IRH) bagl olarak renal hasari
baslatabilmektedir. Follistatin tedavisi ile aktivin B'nin ve ardindan aktivin A'nin
etkilerinin notralize edilerek, sistemik enflamatuvar yanitlarin en aza indirilmesiyle
renal IRH'nin azaltildig1 gdsterilmistir. Elde edilen veriler, bobrek transplantasyonu
sirecinde olusan IRH hasarmi aza indirmek igin follistatin tedavisinin

uygulanabilecegini ortaya koymustur (Fang ve ark., 2016).
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2.13.3. Follistatin

Salgilanan bir protein olan follistatin, TGF-f protein ailesinin birgok {iyesini
baglayabilir ve eylemlerini etkisiz hale getirebilir, boylece enflamatuvar siire¢ ve
ardindan gelen doku hasarinin regiilasyonunda kritik bir rol istlenmektedir (De
Kretser ve ark., 2012; Patel, 1998).

Follistatin genellikle aktivin {ireten ayni hiicrelerde veya alternatif olarak bitisik
hiicre tiplerinde {retilerek, aktivinin dolasima yayilma ve uzak dokulardaki
eylemlerini sinirlandirmaktadir (Phillips, 2000).

Follistatin, alternatif mRNA ekleme ve proteinin degisken glikozilasyonuna dayali
olarak 31 ila 49 kD arasinda degisen molekiiler agirliklara sahip tek zincirli
molekiildiir. Alternatif olarak eklenmis mRNA'lar, 315 amino asit (follistatin 315,
FST315) ve 288 amino asitten (follistatin 288, FST288) olusan iki proteini kodlar (De
Kretser, Hedger, Loveland, & Phillips, 2002).

Her iki follistatin molekiilii, tek bir genden iiretilir ve N-terminal alan ve sistein
acisindan zengin ¢ alan (FS1-3) igerir. Aktivin baglama bolgesi, N-terminal bolgesi
icinde bulunur ve FS1-FS2 alanini kapsar (Hedger, & de Kretser 2013). FST288, hiicre
yiizeylerindeki heparan-siilfat proteoglikanlarina baglanmasina izin veren heparin
baglama sekansini igerirken, FST315'in C-terminal uzantis1 heparin baglanma
bolgesini kapatarak proteinin dolasima katilmasina izin verir, ancak bolgenin aktivine
baglandiktan sonra acia c¢ikmasiyla FST315 de heparan-siilfat proteoglikanlarina
baglanabilir (De Kretser ve ark., 2012; Hedger, & de Kretser, 2013) (Sekil 7).

aktivin baglayan bilge
A

—
FST288 | Ho B : X g
al:ti\l’iﬂ B subunit
B subunit
FST315 | ' } . § 1 |1 |
t i
i

heparin baglayan bélge

Sekil 7. Aktivin ve follistatin arasindaki etkilesimin sematik gosterimi (Hedger, & de Kretser, 2013).
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Follistatin ayrica myostatin, kemik morfogenetik proteinleri-2,5,7,8 (BMPs) ve
TGF-B3 gibi ¢esitli yapisal biiyiime faktorlerine aktivinlere kiyasla daha diisiik afinite
ile baglanabilmekte ve onlarin etkilerini de diizenleyebilmektedir (Lerch, Shimasaki,
Woodruff, & Jardetzky, 2007).

Aktivin A ve daha yakin zamanda kesfedilen aktivin B, enflamatuvar ve fibrotik
hastaliklarda 6nemli teshis araclar1 ve terapdtik hedefler olarak ortaya ¢ikmaktadir.
Endojen bir aktivin baglayici protein olan follistatin gibi aktivin antagonistleri,
enflamatuvar hastaliklarda, sepsis, karaciger fibrozu, akut akciger hasari, astim, yara
lyilesmesi ve iskemi-reperfiizyon hasari gibi ¢esitli durumlarda tedavi agisindan biiyiik
umut vaat etmektedir (Hedger, & de Kretser, 2013).

Bu bilgiler 1s1ginda aktivin A, aktivin B ve follistatin molekiillerinin bruselloz
vakalarindaki olas1 rolleri ortaya c¢ikarilarak potansiyel terapotik hedef olarak

kullanilabilirligi degerlendirilecektir.
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Calismaya Alinacak Goniilliilerin Belirlenmesi

Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu onay1 (Tarih:
29.01.2019; Karar no: 2019-2/8) alinmasini takiben, hasta numuneleri toplanmaya
basland1. Mart 2019-Mart 2020 tarihleri arasinda Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi
Enfeksiyon Hastaliklar1 ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dal1 poliklinik ve klinigine
basvuran 40 akut (24 erkek, 16 kadin) ve 36 kronik (21 erkek, 15 kadin) bruselloz
hastas1 ve herhangi bir hastalig1 olmayan 40 saglikli (27 erkek, 13 kadin) birey ile 8 (5
erkek, 3 kadin) bruselloz gecirip iyilesmis kisi ¢alismaya dahil edildi. Tiim hastalara
caligma hakkinda bilgi verildi ve onay1 alinan hastalar ¢alismaya katildi. Hastalarin
yas, cinsiyet, adres, telefon numarasi ve laboratuvar sonuclar1 hasta izlem formuna
kaydedildi. Hastalar akut (0-2 ay) ve kronik (>12 ay) semptomlarin olusma siiresine
gore smiflandirildi. Ayrica akut ve kronik hastalar ile bruselloz gecirip iyilesen
kisilerden olusan grup, kemik eklem tutulumu (osteoartikiiler) olan (akut:13;
kronik:15; iyilesen:3) ve olmayan (akut:27; kronik:21; iyilesen:5) olarak ikiser gruba
ayrilarak incelendi. Ates, terleme, yorgunluk semptomlarinin yanisira standart tiip
agliitinasyon titresinin 1/160 ve/veya iizerinde olmasi gibi bir ya da birden fazla
belirtinin varlig1 ile bruselloz tanist konuldu. Bruselloz tanimlamasina uyan ve asagida
belirtilen kriterleri saglayan hastalar calismaya dahil edildi.

Hastalarin;

*18 yas ve lizerinde olmas1

*Gebelik ve laktasyon doneminde olmamasi

*Bruselloz disinda kronik graniilomatoz hastalig1 olmamasi
*Bagka bir enfeksiyoz hastaligi olmamasi

*Otoimmiin veya immiin kdkenli hastali§1 olmamasi

* Anemi veya 16kopenisi olmamasi durumunda ¢aligmaya dahil edildi.
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Saglikli kontrol grubunu olusturacak kisilerin se¢ciminde, hasta grubu ile uyumlu
olmasi agisindan yas ve cinsiyet dagilimi dikkate alinarak, kan merkezine dondr aday1
olarak basvuran, bilinen ya da saptanan hastalig1 olmayan kisiler dahil edildi.

Calismaya katilan tiim goniilliilerin serumlarinda immiinomodiilatér molekiil
diizeyleri ELISA yontemi kullanilarak saptandi. Hasta grubunda, rutin kontrolleri
sirasinda yapilacak tetkikleri i¢in kan alimi sirasinda ve kan merkezine kan vermek
iizere gelen saglikli donorlerden kan alimi sirasinda 10 ml periferik kan kuru tiiplere
alind1 ve santrifiijlenip serumlar1 ependorflara aktarilarak calisilacag: tarihe kadar
-80°C’de muhafaza edildi. Serum aktivin A, aktivin B ve follistatin degerlerinin

saptanmasinda human ELISA kit kullanim prosediiriine uygun olarak ¢alisildi.

3.2. ELISA ile Serum Immiinomodiilator Sitokin Diizeylerinin Saptanmasi

Ticari amagla satilan Human ELISA kitlerinde aktivin A, aktivin B ve follistatin
(YLBiont, Shanghai, China) i¢in belirtilen prosediirler takip edilerek serum
orneklerinde sitokin diizeyi 6l¢timii yapildi (Sekil 8). Her bir molekiil i¢in kullanilan
kitlerin 6l¢tim duyarliligi, aktivin A: 0.02 ng/ml; aktivin B: 0.22 ng/ml; follistatin: 0.25
ng/ml seklinde idi.

Sekil 8. ELISA kiti reaktifleri
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3.2.1. ELISA Protokolii

Tim immiinomodiilatér molekiiller icin benzer kantitatif sandivi¢ ELISA
basamaklar1 uygulandi.
*Calismaya baslamadan once tiim reaktifler oda 1sisina getirildi.

*Her bir kit i¢in ¢alisma prosediiriindeki talimatlara gore standartlar diliie edildi
(Sekil 9).

120 120l 120 ul 120 ul 1201
(YN
—l L=l L = — —
= - O | &
ohs

i s o TR g e ol
iﬁ:f::" 120 120 120l 120 ul 120 ul 1200l
Konsantrasyon 6.4ng/ml 3.Ing/ml L.6ng/ml 0.8ng/ml 0.4ng/ml Ong/ml

Sekil 9. Standart soliisyonlarin hazirlanmasi.

*Bos kuyulara; sadece kromojen soliisyon A, kromojen soliisyon B ve stop
soliisyonlar1 eklendi.

*Standart soliisyon kuyularma; 50°ser pul standart ve 50°ser ul streptavidin-HRP
(horseradish peroksidaz) eklendi.

*Ornek kuyularina; 40’ar pul serum drneklerinden, 10’ar ul antikorlardan ve 50’ser
ul streptavidin-HRP ilave edildi.

*Plagin tizerine seal plate membrane yapistirildi ve hafifge calkalandiktan sonra
37°C’de 60 dakika inkiibasyona birakildu.

*30Xlik washing buffer, distile su ile 1X derisime getirilerek yikama soliisyonu
hazirlandi.

*Inkiibasyon sonras1 kuyucuklardaki sivi dokiilerek yikama soliisyonu ile 5 kez
yikama islemi gerceklestirildi.

*Tim kuyulara sirasiyla 50°ser pl kromojen A soliisyonu ve kromojen B

soliisyonu eklendi, 37°C’de 10 dakika inkiibasyona birakildi.
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*Tim kuyulara 50°ser pl stop soliisyonu eklendi ve renk degisimleri gozlendi
(Mavi renkten sar1 renge doniisiim gerceklesti, Sekil 10).

*10 dakika sonra ELISA okuma cihazinda (Chromate, U.S.A.) 450 nm’de
okutuldu (Sekil 11) .

Sekil 10. ELISA plaginda maviden sartya renk degisimi

Sekil 11. Spektrofotometre cihazinda okutma

Konsantrasyonlar1 bilinen standartlardan alinan optik dansite (OD) degerleri ile
Excel programinda (Microsoft, US) OD konsantrasyon egri grafikleri olusturuldu. Her
ornek i¢in 6l¢giilen OD degerleri, standart grafikten elde edilen formiile yerlestirilerek

konsantrasyonlar1 hesaplandi.
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3.3. istatistiksel Analiz

Istatiksel analizler SPSS versiyon 21 (Chicago, IL, ABD) paket programi ile
gergeklestirildi. Degerlerin normal dagilima uygunlugu gorsel (histogram ve olasilik
grafikleri) ve analitik yontemlerle (Kolmogorov-Smirnov/Shapiro-Wilk testleri)
incelendi. Tanimlayici analizler normal dagilima uyan degiskenler i¢in ortalama ve
standart sapmalar olarak, normal dagilima uymayan veriler i¢in medyan ve
minimum/maksimum olarak verildi. Normal dagilima uyan bagimsiz sayisal gruplarin
karsilagtirmasinda tek yonlii ANOVA testi kullanilarak karsilagtirildi. Varyanslarin
homojenligi Levene testi ile degerlendirildi. 0.05"in altindaki p-degerlerinin oldugu
durumlar istatiksel agidan anlamli sonuglar olarak degerlendirildi. Gruplar arasinda
anlaml farklilik bulunan durumlarda, ikiserli post-hoc karsilagtirmalar Tukey testi
kullanilarak yapildi. Normal dagilima uymayan sayisal verilerin karsilagtirilmasinda
Kruskal-Wallis testi kullanilarak karsilastirildi. Ikiserli karsilastirmalar Mann-
Whitney U testi kullanilarak yapildi ve Bonferoni diizeltmesi kullanilarak
degerlendirildi.
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4. BULGULAR

Calismamizda yer alan gruplardaki kadin/erkek dagilimi ve ortalama yaslari

tablo 3'te gosterilmistir.

Tablo 3. Calisma gruplarinin demografik 6zellikleri

Akut Bruselloz Kronik Bruselloz iyilesmis Saghkh Kontrol

n Yas n Yas n Yas n Yas
Kadmn | 16 43,9+14 15 50,6+16,2 3 35,7+13.,8 13 47,2+16,3
Erkek 24 44,9+15,5 21 52,5+14,3 5 50,4+11,7 27 49,1+13,1
Toplam 40 44,5 £14,9 36 51,6£15,2 8 44.8+14,3 40 48,5+14 .4

Akut ve kronik hastalar ile iyilesmis gruplar ayni1 zamanda kemik eklem tutulumu

(osteoartikiiler) olan ve olmayanlar seklinde de ayrica siniflandirilmistir (Tablo 4).

Tablo 4.Kemik ekem tululumu olan ve olmayan goniilliilerin cinsiyet dagilimi

Akut Bruselloz Kronik Bruselloz iyilesmis
Kemik Eklem Kemik Eklem Kemik Eklem Kemik Eklem Kemik Eklem Kemik Eklem
Tutulumu (+) Tutulumu (-) Tutulumu (+) Tutulumu (-) Tutulumu (+) Tutulumu (-)
Kadin 6 11 1
Erkek | 7 16 6 15 2 3
Toplam | 13 27 15 21 3 5

4.1. Immiinmodiilatér Molekiil Diizeyleri

Serum aktivin A, aktivin B ve follistatin diizeylerini arastirdigimiz goniilliiler i¢in

elde edilen degerler, her bir calisma gurubu i¢in ayr1 ayri tablolar halinde asagida

sunulmustur (Tablo 5,6,7,8).

39



Tablo 5. Akut bruselloz hasta grubunda aktivin A, aktivin B ve follistatin diizeyleri

No Goniilliiler Aktivin A (ng/ml) Aktivin B (ng/ml) Follistatin (ng/ml)
1 F.C 0,44 12,64 38,93
2 N.I 0,59 19,53 50,68
3 N.C 0,80 11,65 44,18
4 S.M 0,71 10,15 45,56
5 H.A 0,79 9,06 47,45
6 LA 0,78 12,02 66,12
7 AM 0,93 9,06 51,55
8 R.A 0,82 10,42 56,30
9 S.A 0,49 13,68 46,25
10 K.G 0,80 7,85 46,67
11 F.C.K 0,71 14,99 59,53
12 S.K 0,69 11,68 42,94
13 H.A 0,74 5,83 46,81
14 B.A 1,13 12,86 182,08
15 G.G 0,83 7,33 49,62
16 N.A 0,84 10,10 80,82
17 R.F 2,05 81,68 232,39
18 HAM 0,62 39,63 64,92
19 S.B 0,70 67,31 260,85

20 R.U 0,65 36,54 88,27
21 S.H 0,60 11,93 46,16
22 DK 1,15 48,64 111,28
23 T.E 0,60 13,16 36,90
24 G.K 0,77 10,54 48,10
25 F.Y 0,85 23,28 82,57
26 LU 0,83 16,02 38,70
27 AM 0,49 24,30 48,88
28 Ly 0,56 43,19 132,54
29 M.K 0,14 1,46 19,57
30 HY 1,05 48,69 121,51
31 EK 0,82 6,25 41,83
32 YK 0,72 9,48 39,89
33 R.O 0,70 16,62 53,81
34 Y.Y 0,67 11,11 33,76
35 O.K 0,65 17,56 41,05
36 S.AE 0,71 9,68 58,88
37 M.A 0,28 11,93 53,49
38 H.O 0,70 15,33 43,72
39 LY 0,55 7,43 36,94
40 Y.G 0,94 9,04 32,94
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Tablo 6. Kronik bruselloz hasta grubunda aktivin A, aktivin B ve follistatin diizeyleri

No Goniilliiler Aktivin A (ng/ml) Aktivin B (ng/ml) Follistatin (ng/ml)
1 S.B 0,73 16,15 61,05
2 AT 0,68 12,37 49,53
3 K.C 0,61 18,32 41,88
4 F.D 0,91 15,43 49,34
5 S.A 1,39 13,53 47,22
6 H.T 0,69 10,86 49,62
7 S.T 0,67 1,36 22,24
8 HK 0,97 11,41 49,16
9 N.O 0,66 8,02 41,69
10 LE 1,07 67,01 172,32
11 HK 0,74 12,99 46,12
12 Y.G 0,69 12,69 41,74
13 A.G 0,76 10,10 35,88
14 H.B 0,73 35,14 111,74
15 U.s 0,62 67,01 245,27
16 G.A 0,55 12,91 49,85
17 A.D 0,75 15,33 47,68
18 F.T 0,63 43,19 90,86
19 N.E 0,70 11,16 39,48

20 HK 0,82 7,04 38,19

21 U.T 1,51 27,90 96,02

22 Y.A 0,76 11,31 62,38

23 HK 1,48 7,23 49,06

24 M.A 1,61 9,93 47,59

25 0.c 0,62 9,65 59,20

26 KK 1,07 15,26 53,81

27 H.C 0,56 14,89 45,98

28 H.D 1,48 12,81 47,64

29 N.P 1,31 10,00 62,43

30 c.o 0,71 17,31 52,01

31 Y.G 1,02 47,09 109,34

32 LC 1,47 49,68 224,05

33 F.B 1,57 7,93 63,40

34 O.K 0,64 14,96 42,94

35 ALO 0,92 10,69 52,20

36 S.A 0,66 12,77 54,92
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Tablo 7. Saglikli kontrol grubunda aktivin A, aktivin B ve follistatin dlzeyleri

No Goniilliiler Aktivin A (ng/ml) Aktivin B (ng/ml) Follistatin (ng/ml)
1 H.C 0,58 61,78 314,47
2 B.K 0,70 3,63 48,05
3 F.D 0,54 68,40 315,78
4 D.G 0,73 81,60 241,14
5 F.D 2,51 12,08 55,98
6 EK 2,31 37,21 118,37
7 MK 3,17 14,04 35,15
8 S.K 2,76 64,78 312,97
9 O.K 3,95 59,54 258,98
10 T.S 4,75 17,58 55,10
11 EB 5,05 44,48 124,96
12 M.AK 4,00 64,43 304,52
13 EA 2,16 67,88 310,43
14 ZK 2,66 29,28 76,12
15 O.A 9,70 24,59 64,32
16 CY 12,10 14,30 40,17
17 R.T 2,70 12,73 31,37
18 H.A 3,83 17,97 59,62
19 R.A 3,04 14,15 34,09

20 R.C 2,35 20,70 51,92

21 B.O 12,71 61,29 228,93

22 SB 5,96 28,76 69,16

23 LA 2,97 16,44 41,09

24 H.D 11,18 51,47 239,73

25 F.A 4,26 14,65 39,94

26 M.O 3,08 13,36 43,26

27 H.D 3,38 15,96 49,57

28 M.K 4,30 20,05 58,60

29 AK 2,24 14,00 49,76

30 Y.Y 12,75 58,58 299,54

31 N.D 13,27 65,18 269,02

32 o.u 2,80 13,93 28,10

33 Z.A 2,90 16,79 32,84

34 D.G.K 4,47 16,64 33,21

35 0.A 12,12 65,00 271,28

36 E.A 5,14 20,02 42,15

37 Z.A 4,52 14,65 49,89

38 AR.G 5,17 12,95 91,65

39 ET 4,29 13,58 35,65

40 MK 5,34 65,90 194,47
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Tablo 8. lyilesmis grupta Aktivin A, Aktivin B ve Follistatin diizeyleri

No Goniilliiler Aktivin A (ng/ml) Aktivin B (ng/ml) Follistatin (ng/ml)
1 H.A 2,56 17,95 55,70
2 N.K 2,89 16,66 60,49
3 HA 3,06 18,95 45,93
4 S.A 3,98 17,93 50,22
5 N.C 3,84 20,90 40,22
6 M.U 4,03 20,31 41,74
7 N.A 6,61 38,80 108,56
8 E.S 10,71 57,93 315,88

4.2. immiinmodiilatér Molekiil Diizeylerinin Karsilastirilmasi

Hasta ve kontrol gruplarinda 6lgiilen serum diizeylerinin gruplara gére dagilimlari

Tablo 9'da gosterilmektedir.

Tablo 9. Aktivin A, Aktivin B ve Follistatin molekiillerinin gruplara gére dagilimlar:

Aktivin A Aktivin B Follistatin
= = =
17 £ 7] g 7 £
i § £ 2| & § § ¢z 3 s £
£ s £ = £ = £ s £ < £ =
: = 2| = 2 = :

AKkut 0,

3
H;
S
L
~
=
=
N
=

19+2,7 12 1,5 81,7 68,1+8,2 48,5 19,6  260,9

Kronik 0,9£0,1 0,7 0,6 1,6 18,9+2,7 12,7 1.4 67 68,2+8,2 49,6 222 2453

Tyilesmis 4,7+1 39 2,6 10,7 | 26,2452 19,6 16,6 57,9 89,8+33,2 52,9 40,2 3158

Saghkh 4,8+0,6 39 0,5 13,3 | 33,3%3,7 20 36 81,6 | 1255+17,1 59,1 28,1 3157

Akut ve kronik hasta gruplarinda aktivin A molekiiliiniin hem ortalama degerleri
hem de medyan degerlerinin birbirine yakin oldugu goriilmiistiir. Ayni1 zamanda
tyilesmis ve saglikli kontrol gruplarindaki ortalama ve medyan degerleri de birbirine
yakindir. Hasta gruplarinda elde edilen maksimum aktivin A diizeyleri, iyilesmis

grubun minimum diizeyinden ¢ok daha diisiik olarak kaydedilmistir. Aktivin A'da
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oldugu gibi aktivin B molekiiliiniin de akut ve kronik hasta gruplar1 arasinda benzer
diizeylerde seyrettigi goriilmiistiir. Iyilesmis ve saglikli kontrol grubu arasinda
biribirine ¢ok yakin aktivin B medyan degerleri saptanmistir. Tiim gruplarda follistatin
medyan degerlerinin birbirine yakin oldugu kaydedilmistir.

Serum aktivin A, aktivin B ve follistatin molekiillerine ait degerlerin gruplara gére

istatistiksel acidan karsilastirilmalar: tablo 10 ve tablo 11 de gosterilmektedir.

Tablo 10. Gruplar arasinda aktivin A, aktivin B ve follistatin molekiillerinin istatistiksel agidan karsilastirilmalart

Aktivin A Aktivin B Follistatin
Akut-saglikli < <
Kronik-saglikli * *
Iyilesmis-saghkh
Akut-kronik
Iyilesmis-kronik g g
Akut-iyilesmis e X
*: p<0,05

Aktivin ailesi {iyesi olan aktivin A ve aktivin B molekiillerinin serum diizeyleri
gruplar arasinda karsilastirildiginda, her iki molekiinliinde birbirine benzer sekilde
hareket ettigi goriilmektedir. Hem aktivin A, hem de aktivin B molekiiliiniin serum
diizeyleri, bruselloz geg¢irip iyilesen grup ile saglikli kontrol grubunda benzer
seviyelerde seyreder. Ayn1 zamanda her iki molekiil, akut hasta ve kronik hasta
gruplar1 arasinda birbirine yakin serum diizeylerine sahiptir ve gruplar arasinda
istatistiksel agidan anlamli fark bulunmamaktadir. Hasta gruplarindaki aktivin A ve
aktivin B diizeyleri, iyilesmis ve saglikli kontrol grubuna kiyasla anlamli derecede
azalmstir.

Aktivinlerin biyolojik aktivitelerini engelleyebilme kabiliyetine sahip olan
follistatin molekiiliiniin, calismamizda yer alan gruplarda benzer serum seviyeleri
gosterdigi tespit edildi ve gruplar arasinda istatistiksel agidan anlamli bir fark tespit

edilemedi.
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Tablo 11. Aktivin A, Aktivin B ve Follistatin molekiillerinin kemik eklem tutuumu (KET) agisindan karsilastirilmalari

Aktivin A Aktivin B Follistatin

KET (+) Akut-saglikli e e

KET (-) Akut-saglikli * *

KET (+) Kronik-saglikli & &

KET (-) Kronik-saglikli * *
KET (+) lyilesmis-sagliklt
KET (-) lyilesmis-sagliklt

KET (+) Akut-kronik
KET (-) Akut-kronik

KET (+) Akut-iyilesmis &

KET (-) Akut-iyilesmis * *
KET (+) Kronik-iyilesmis e e
KET (-) Kronik-iyilesmis * *
*: p<0,05

Akut hastalar, kronik hastalar ve iyilesmis grupta yer alan kisiler kemik eklem
tutulumu acisindan ikiser gruba ayrilarak aralarindaki serum aktivin A, aktivin B ve
follistatin molekiil diizeyleri agisindan karsilagtirilmistir. Kemik eklem tutulumu olan
akut-saglikli kontrol grubu ile kemik eklem tutulumu olmayan akut-saglikli kontrol
gruplar1 arasinda aktivin A ve aktivin B molekiilleri i¢in istatistiksel agidan anlaml
farkliliklar g6zlenmistir. Saglikli kontrol grubundaki aktivin A ve aktivin B seviyeleri,
hem kemik eklem tutulumu olan kronik hasta grubu ile hem de kemik eklem tutulumu
olmayan kronik hasta grubundaki diizeylerle karsilastirildiginda her iki grup arasinda
da anlaml1 farkliliklar kaydedilmistir. Kemik eklem tutulumu olan akut hasta grubu ile
tyilesmis grup arasinda aktivin A molekiilii i¢cin anlamli farklilik goriiliirken, aktivin
B molekiilii i¢in bu gruplar arasinda anlamli fark olmadig: tespit edilmistir. Kemik
eklem tutulumu olmayan iyilesmis gruptaki aktivin A ve aktivin B molekiil seviyeleri,
kemik eklem tutulumlar1 olmayan akut ve kronik hasta gruplar ile karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli farklar tespit edilmistir. Kemik eklem tutulumu goriilen
kronik ve iyilesmis gruplar arasinda da aktivin A ve aktivin B molekiil seviyelerinde
anlaml farklar mevcuttur. Kemik eklem tutulumu olan ve olmayan iyilesmis gruplar
saglikli kontrol ile karsilagtirildiginda anlamli farkin olmadigi goriilmiistiir. Bununla
birlikte kemik eklem tutulumu olan ve olmayan akut-kronik hasta gruplar1 arasinda da
anlamlhi fark bulunamamigstir. Follistatin molekiilii i¢in yapilan tiim grup

karsilagtirmalarinda anlamli bir fark saptanamamastir.
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4.2.1. Aktivin A Diizeyleri

Istatistiksel analizler sonucunda aktivin A diizeyi i¢in akut-saglikli kontrol
(p:0,001), kronik-saglikli kontrol (p:0,001), akut-iyilesmis (p:0,001) ve kronik-
tyilesmis (p:0,001) gruplari arasinda anlamli farkliliklar saptanmistir (Sekil 12). Hasta
gruplarinda o6l¢iilen degerler, saglikli kontrol ve iyilesmis gruba kiyasla daha diisiik
bulunmustur. Akut-kronik (p:0,109) ve saglikli kontrol-iyilesmis (p:0,825) gruplari
arasinda anlamli bir fark saptanmamistir. Akut grupta aktivin A diizeyinin ortalamasi
(Ortalamaaku: 0,7+0), kronik gruptaki degerlerin ortalamasindan (Ortalamaxronik:
0,9+0,1) daha distiktiir. Saglikli kontrol ve iyilesmis gruplarin ortalamasi hasta
gruplarindan yaklagik dort kat daha ytiksek degerlere sahiptir (Ortalamasagiiki: 4,8+0,6;

Ortalamaiyile§mi$: 477:|: 1 )

Aktivin A (ng/ml)
25+ *
r 1
*
I 1
20+ *
r 1
*
164 f 1
10
5=
1 [ )

0.0 T L T
Akut Kronik lyilesmis Saghkh

*: p<0,05

Sekil 12. Gruplara gore aktivin A diizeylerinin dagilimi
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4.2.2. Aktivin B Diizeyleri

Aktivin B diizeyi agisindan akut-saglikli kontrol (p:0,001), kronik-saglikli kontrol
(p:0,001), akut-iyilesmis (p:0,010) ve kronik-iyilesmis (p:0,006) gruplar1 arasinda
iststistiksel agidan anlamli farkliliklar saptanmistir (Sekil 13). Saglikli kontrol ve
tyilesmis gruba kiyasla akut ve kronik hasta gruplarinda daha diisiik aktivin B diizeyi
bulunmustur. Aktivin A'da goriildiigli gibi aktivin B diizeyleri i¢in de akut-kronik
(p:0,643) ve saglikli kontrol-iyilesmis (p:0,825) gruplar1 arasinda anlamli farklar
saptanmamustir. Akut grupta aktivin B diizeyinin ortalamasi ile (Ortalamaau: 1942,7)
kronik gruptaki degerlerin ortalamasinin (Ortalamakronik: 18,942,7) birbirine ¢ok yakin
oldugu goriilmistiir. Saghkli kontrol grubunda elde edilen degerler, iyilesmis gruba

gore daha yiiksektir (Ortalamasagikn: 33,3+3,7; Ortalamaiyiiesmis: 26,2+5,2).

Aktivin B (ng/ml)

1001 *
I * 1
*I 1
r 1
80+ %
601
40+
25 7
20+ [ ) °® 4 °
15+ [ ) ' o
10
5=
o T L T
Akut Kronik lyilesmis Saghkh
*: p<0,05

Sekil 13. Gruplara gore aktivin B diizeylerinin dagilimi
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4.2.3. Follistatin Diizeyleri

Follistatin molekiilii i¢in yapilan istatistiksel analizler sonucunda gruplar arasinda

anlaml fark gorilmemistir (Sekil 14).

Follistatin (ng/ml)
400

350
300
250

200 +
150

100+

501

o @

T T
Akut Kronik Iyilesmis Saglikli

Sekil 14. Gruplara gore follistatin diizeylerinin dagilimu

4.2.4. immiinomodiilatér Molekiillerde Korelasyon

Aktivin A, aktivin B ve follistatin molekiilleri arasinda anlamli bir iliskinin olup
olmadigim1 gdstermek amaciyla tiim gruplarda Spearman korelasyon testi
kullanilmistir. Korelasyon testi sonucunda elde edilen verilere ait grafikler sekil 15,16

ve 17 de gosterilmistir.
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KRONIK

Aktivin B

AKUT
100- 80-
[ ] [ ]
60-
i Lo
> 40
] °
g °
209 . [ N ]
LX)
0®
0 1 1 1 1 1 0 1 - 1 1 1
00 05 10 15 20 25 0.0 0.5 1.0 1.5 2.0
Aktivin A Aktivin-A
1:-0,063 p:0,7 1:-0,094 p:0,587
iYILESMIS SAGLIKLI
80+ 100
- @
60 80 ;
m [} % ¢ © o 0
£ £ 60 . '
> 40 ° 2 R d
E ot E o
20 )
20- °
¥ .
0+—————"T—"—"—"T—TTT——— 0-+-L———————
0 5 10 15 0 5 10 15
Aktivin-A Aktivin-A
r:0,117 p:0,473

r:0,762* p:0,028

Sekil 15. Aktivin A ve aktivin B molekiillerine ait korelasyon grafikleri

Aktivin A ve aktivin B molekiilleri i¢in yapilan korelasyon analizlerine ait veriler

incelendiginde sadece iyilesmis grupta (p:0,028) anlamli korelasyonun oldugu

goriilmektedir ve korelasyon katsayisi ise 0,762 dir.
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AKUT KRONIK

300- 300-
[ ]
[ ]
L °
£ 200 £ 200-
- -
8 kol °
o 2
S 3
i 100 i 100+ ot ° o
[ ] [ )
.0.' 00 O
[ ]
0 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 0.0 0.5 1.0 15 2.0
Aktivin-A Aktivin-A
1:0,344* p:0,03 1:0,212 p:0,215
iYILESMiS SAGLIKLI
400- 400
300- o 300{® ©°° o o
£ £ ° o
= = . ]
[ ]
B 200 # 200 .
5 5 /
('8 L
100 o 100 . "
[ J
( ) (] “. (] ¢ °
04— 0 ——————————————
()} 5 10 15 0 5 10 15
Aktivin-A Aktivin-A
r:0,31 p:0,456 r:0,057 p:0,728

Sekil 16. Aktivin A ve follistatin molekiillerine ait korelasyon grafikleri

Aktivin A ve follistatin molekiilleri i¢in tim gruplarda incelenen korelasyon
analizlerine ait veriler yorumlandiginda sadece akut grupta (p:0,03) anlamlh

korelasyon saptanmistir ve bu grupta korelasyon katsayis1 0,344 olarak bulunmustur.
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AKUT KRONIK

300 300
°
°
4 °
£ 2004 . £ 200+
- -
3 s °
L2 i)
° ° °
L 100 L 100+ °
0- T T T T 1 0-1 T T T 1
0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80
Aktivin-B Aktivin-B
r:0,555%* p:0,001 r:0,536** p:0,001
IYILESMiS SAGLIKLI
400 400+
300 ° 300
£ £
5 s
2 200+ 2 200+
° °
g -
100 b 100
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0 20 40 60 80 0 20 40 60 80 100
Aktivin-B Aktivin-B
r:0,19 p:0,651 r:0,826** p:0,001

Sekil 17. Aktivin B ve follistatin molekiillerine ait korelasyon grafikleri

Aktivin B ve follistatin molekiilleri i¢in tim c¢alisma gruplarinda korelasyon
analizleri degerlendirilmistir. Akut (p:0,001), kronik (p:0,001) ve saglikli kontrol
grubunda (p:0,001) anlamli korelasyonlarin oldugu goriilmiistiir. Bu gruplarda ki

korelasyon katsayilari sirastyla 0,555, 0,536 ve 0,826 dur.
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5. TARTISMA ve SONUC

Bruselloz, Brucella tiirii bakteriler tarafinda koyun keci, sigir gibi hayvanlarda
enfeksiyona yol acabilen ve bu hayvanlardan ¢esitli yollarla insanlara bulasabilen
morbitidesi yiiksek bir enfeksiyon hastaligidir. ik bruselloz vakalarim M.O.
donemde yasadigin1 gosteren ¢alismalar mevcuttur. Insanlarda hafif belirtilerden agir
tablolara kadar uzanan klinik tablolar olusturabilme yetenegine sahiptir. Hastaligin
belirti ve bulgular1 spesifik olmamakla birlikte bir¢ok hastalig taklit edebilmektedir.
Bruselloz gelismis iilkelerin cogunda eradike edilmis olsa da gelismekte olan iilkelerde
hala devam etmektedir. Ulkemizde de brusellozun ortadan kaldirilmasma yénelik
eradikasyon projeleri mevcuttur. 2002-2004 yillarindan sonra vaka sayisinda azalma
meydana gelmesine ragmen tamamen temizlenmis degildir ve giliniimiizde hala
ciddiyetini korumaktadir. Brucella bakterileri konak immiin savunmasindan kagmak
icin ¢ok cesitli stratejiler gelistirmistir. Diger gram negatif bakterilerde oldugu gibi
klasik virtilans faktorleri barindirmaz fakat sahip oldugu ve {irettigi bir¢ok biyolojik
materyal ile immiin sistemi harekete gecirmeden konak hiicrelerde replike olabilme
yetenegine sahiptir. Immiin sistem tarafindan bakterinin yok edilmesine ydnelik olan
adimlar1 baskilayabilmektedir.

Immiin sistem, konag tehlikeye sokabilecek her durumda konagin korunmasi ve
tehlikenin ortadan kaldirilmasi igin cesitli stratejiler gelistirmistir. Cok sayida
molekiillerin {iretimini saglayarak hiicreler arasinda iletisimi saglayabilmekte ve ayni
zamanda engelleyebilmektedir. Bu iiretilen molekiiller anti-enflamatuvar ya da pro-
enflamatuvar ozellikler gdsterebilmektedir. Anti-enflamatuvar ve pro-enflamatuvar
yanitlar i¢in ¢esitli molekiiller iiretilmekte ve bu liretim immiin yanit durumunda belli
asamalarda bir denge icerisinde gerceklesmektedir. Brusellozda ortaya c¢ikan akut
enfeksiyon ve kronik enfeksiyon gibi farkli klinik durumlarin altinda yatan
immiinolojik mekanizmalarin aydinlatilmasi amaciyla ¢alismamizda aktivin A, aktivin

B ve follistatin molekiilleri aragtirilmistir. Bu molekiillerin bruselloz patogenezindeki
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rollerinin ortaya konulmasiyla hastaligin tani, tedavi ve izlemine olas1 katkilar
degerlendirilecektir.

TGF- ailesi liyesi olan aktivinler, baslangicta hipofizden folikiil uyaric1 hormon
(FSH) salinimin1 endiikleyen bir faktor olarak kesfedilmistir. Ancak gliniimiizde ¢esitli
hiicrelerin proliferasyonunda, farklilasmasinda ve apoptozunda Onemli roller
tistlendigi gosterilmistir. Aktivinlerin viicuttaki islevlerini diizenleyen en Onemli
faktor, diger ad1 ‘aktivin baglayici protein’ olan “follistatin”dir ve ilk olarak folikiil
stvisinda, hipofizden FSH salinnmini diizenleyen bir protein olarak tanimlanmigtir
(Kim, Lee, & Shin, 2020; Koken, & Oz Oyar, 2020; Morianos, Papadopoulou,
Semitekolou, & Xanthou, 2019). Follistatin, aktivine yiiksek afinite ile baglanarak
aktivinin kendi reseptorlerine baglanmasini geri doniisiimsiiz olarak engeller.
Follistatin tarafindan baglanan aktivin, endositoz ile hiicre i¢ine alinir ve ardindan
lizozomlarda proteolize ugrar (Kéken, & Oz Oyar, 2020). Aktivin ve follistatin
arasindaki etkilesim enflamatuvar siirecler, anjiyogenez, yara iyilesmesi ve akut ve
kronik enfeksiyon siire¢lerin saglikli bir sekilde siirdiiriilebilmesi agisindan 6nemlidir
(Kim ve ark., 2020) Aktivinin, hiicre proliferasyonunun inhibisyonu, apoptozun
giiclendirilmesi, hiicre adezyon protein seviyelerinin artirilmasit ve anjiyogenezin
inhibisyonu gibi cesitli biyolojik fonksiyonlara sahip olmasi nedeniyle, kanser
ilerlemesi ve metastaza kars1 engelleyici roller iistlenebilecegi ileri siiriilmiistiir (Chen,
Lui, Lin, Lee, & Ying, 2002).

Aktivin ve follistatin molekiillerinin etkilesim igerisinde olmalari, yapilan
calismalarda bu mollekiillerin birlikte kullanimini tesvik etmistir. Enfeksiyon
hastaliklarinda aktivin B'nin rollinii arastiran ¢ok az sayida yaym mevcuttur.
Aktivinler hem anti-enflamatuvar hem de pro-enflamatuvar yanitlar olusturabilme
yetenegine sahiptir. Follistatinler ise aktivinlere baglanarak onlarin biyolojik etkilerini
ortadan kaldirabilmektedirler. Bu nedenle c¢alismamizda aktivin A, aktivin B ve
follistatin molekiillerinin bruselloz patogenezindeki rollerinin belirlenmesi ve tanisal
ve prognostik degerlerinin ortaya konulmasi amaglanmistir.

Tavsan menenjit modelinde merkezi sinir sistemindeki (MSS) aktivin yanitlari
arastirtlmistir. Streptococcus pneumoniae ile intrasisternal asilamanin ardindan beyin
omurilik sivisinda (BOS) aktivin seviyeleri ilk 12 saat boyunca degismezken

sonrasinda kademeli olarak ylikselmis ve diizeyler 24 saat icinde yaklasik 15 kat
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artmistir. Menenjitik beyinlerdeki artan aktivin A seviyelerinin biiyiik olasilikla aktif
mikroglia ve infiltre makrofajlardan kaynaklandig: 6ne siiriilmiistiir (Michel, Gerber,
O’Connor, Bunkowski, Briick, Nau, & Phillips, 2004). N- myc onkogeninin
anjiyogenez  inhibitorleri  {lizerindeki etkilerini  arastiran  bir  calismada,
N- myc onkogeni iceren bir vektor ile transfekte edilmis insan noroblastoma
hiicreleriyle, normal bir N-myc ekspresyonuna sahip hiicre gruplari karsilastiriimistir.
Fonksiyonel bir N- myc onkogenini barindiran hiicrelerin, 100 kat arttirilmis bir N-
myc ekspresyonu sergiledigi ve aktivin A dahil olmak {izere endotel hiicre biiyiime
inhibitorlerini sentezleme yeteneklerini kaybettigi veya ciddi sekilde azalttig
goriilmistiir (Breit, Ashman, Wilting, Rossler, Hatzi, Fotsis, & Schweigerer, 2000).
Panopoulou ve digerlerinin (2005) yaptigi bir calismada ise, N- myc onkogeni
tarafindan asag1 regiile edilmeyen sitomegaloviriis promotorii kullanilmis ve
transfeksiyon sonrasinda N- myc onkogeninin yiiksek seviyelerini eksprese eden
ndroblastoma hiicrelerinde aktivin A ekspresyonu geri kazandirilmistir.

Aktivin A ekspresyonuna sahip noroblastoma hiicreleri, azalmis proliferasyon
hizina ve daha az vaskiilariteye sahip daha kiigiik ksenogreft tiimorler olustururken,
akciger metastaz hizinda degisiklik goriilmemistir. Androjene duyarli prostat kanseri
hiicre hatti LNCAP'nin kullanildigi bir c¢aligmada ¢esitli miktarlarda insan
rekombinant aktivin A kiiltiire eklenmis ve hiicre gelisimleri degerlendirilmistir.
Aktivin A'nin zaman ve doza bagimli bir sekilde hiicre proliferasyonunu inhibe ettigi
gosterilmistir (Zhang, Zhao, Batres, Lin, & Ying, 1997). Insan rinoviriis (HRV)
enfeksiyonunda solunum yolu epitel hiicrelerinin, biiylime faktorlerinin tiretimindeki
rolleri arastirilmistir. Kiiltiire alinan insan solunum yolu epitel hiicreleri, HRV ile
enfekte edilmis ve aktivin A protein seviyeleri ELISA ile belirlenmistir. Kontrol
grubuna kiyasla HRV enfekte hiicrelerde aktivin A seviyelerinin daha yliksek oldugu
tespit edilmistir (Leigh ve ark., 2008). Caligmamizda aktivin A diizeyleri saglikli
kontrol grubuna kiyasla hasta gruplarinda anlamli derecede azalmistir. Bruselloz
gecirip iyilesen bireylerden olusan gruptaki serum aktivin A diizeyleri saglikli gruptaki
degerlere yakin bulunmustur. Akut ya da kronik tablo farketmeksizin her iki hastalik
durumunda da aktivin A molekiiliiniin seviyeleri birbirine ¢ok yakindir. Bruselloz
enfeksiyonu durumunda aktivin A'nin baskilanarak diizeylerinin azaldig1 ve hastalar

tyilestik¢e baskilanmanin ortadan kalkarak normal seviyelere ulastigi goriilmektedir.
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Bu bilgiler 1s18inda aktivin A molekiiliiniin bruselloz enfeksiyonlarinda pro-
enflamatuvar ozellik gosterme egiliminde oldugunu ancak Brucella bakterileri
tarafindan bu etkinin inhibe edildigi diisiintilmektedir.

Adipoz kokenli kok hiicreler (ADSC'ler) ile aktivin B'nin kombinasyon halinde
kullaniminin terapotik etkilerinin aragtirildigi bir ¢alismada, aktivin B'nin in vitro aktin
stres lifi olusumunu endiikleyerek ADSC gog¢iinii destekledigi gosterilmistir. Bu
kombine tedavinin ayrica fibroblast ve keratinosit proliferasyonunu tesvik ettigi ve
yeniden epitelizasyonu hizlandirdigi ayn1 zamanda yara bolgesinde anjiyogenezi
artirdigr da gosterilmistir (Zhang ve ark., 2017). Fareler iizerinde epitelyal yara
iyilesmesinde aktivin B nin rolii arastirilmistir. Farkli tedavilerden sonra yara iyilesme
sireci izlenmis ve aktivin B uygulamasi yapilan yarali ciltte keratinositlerin ve kil
folikiil hiicrelerinin c¢ogalmasi1 etkin bir sekilde uyarilmis ayni zamanda yara
kapanmasini desteklemistir. Aktivin B uygulamasindan once veya tek basina
follistatin uygulamasi, aktivin B'nin sagladigi yara iyilesme oranini geciktirmistir
(Zhang ve ark., 2011).

Enfeksiyon anemisinin olusmasinda rol oynayan, demir diizenleyici peptit
hepsidinin asir1 liretimine yol acan mekanizmalar arastirilmistir. Calisma sonucunda
aktivin B'nin, enflamasyon yoluyla hepsidinin artisinda 6nemli bir rol iistlendigi
gosterilmistir (Besson-Fournier, Latour, Kautz, Bertrand, Ganz, Roth, & Coppin,
2012). Bakteriyal enfeksiyon durumlarinda aktivin B'nin hastalik patogenezindeki
rolleri lizerinde yapilan ¢alismaya literatiirde rastlanmamistir. Gergeklestirdigimiz bu
calisma, Brucella bakterisine bagl olarak olusan bruselloz enfeksiyonu durumlarinda
aktivin B molekiiliinlin potansiyel rollerini ortaya koyan ilk ¢aligmadir. Aktivin A
molekiiliinde oldugu gibi aktivin B molekiilii i¢in de bruselloz enfeksiyonlarinda
benzer biyolojik siireclerin meydana geldigi diisiiniilmektedir. Akut ve kronik
bruselloz gruplarinda birbirine yakin serum aktivin B diizeyleri goriilmiistiir ve saglikli
kontrol ve iyilesmis gruba kiyasla anlamli derecede azalmistir. Hastalarin iyilesmesine
bagl olarak aktivin B diizeyleri artmis ve saglikli gruptaki degerlere ulagmustir.
Aktivin B molekiiliiniin de Brucella bakterisinin yol agtig1 enfeksiyon siireglerinde
pro-enflamatuvar aktivite sergileme egiliminde oldugu ancak bakterinin konakta
immiin savumasindan kagabilmek i¢in aktivin B molekiiliiniin iiretimini engelledigi

varsayilmaktadir.
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Koyunlarda lipopolisakkarit enjeksiyonunu takiben dolasimdaki aktivin A
diizeyleri incelenmis ve ilk 1 saat icerisinde aktivin A'nin dolasima salindigi
gosterilmistir. TNF-a, ve IL-6 gibi diger dnemli enflamatuvar sitokinlerin salinmasi
aktivin A'dan sonra gerceklesmistir. Dolagima follistatin salinimi, aktivin A'nin pik
yaptig1 saatten yaklastk 4 saat sonra meydana gelmis ve lipopolisakkarit
uygulamasindan itibaren 24 saat boyunca devam ettigi gosterilmistir (Jones ve ark.,
2000). Farelere LPS nin enjekte edildigi bir ¢alismada ise koyunlarda goriildigii gibi
aktivin A hizlica yiikselmeye baslamis ancak uygulamanin 3-8 saatlik diliminde
ikincil bir artig meydana geldigi tespit edilmistir. Serum follistatin seviyeleri yaklasik
3. ve 4. saatlerde artmaya baglarken 6. saatte pik yapmis ve en az 24 saat yliksek
seviyelerde kalmaya devam etmistir (Jones ve ark., 2007 ).

Septisemi teshisi konan hastalarin serumlarinda follistatin, aktivin ve C-reaktif
protein (CRP) seviyelerinin genellikle birbirine paralel bir sekilde yiikseldigi
gosterilmistir (Michel, Ebert, Phillips, & Nau 2003). Finlandiya'da yogun bakim
tinitelerinde yatmakta olan HIN1 (domuz gribi viriisii) virlisii ile enfekte agir
hastalarin serumlarinda, yiiksek diizeyde aktivin A, aktivin B ve follistatin seviyeleri
goriilmistiir (Linko, Hedger, Pettild, Ruokonen, Ala-Kokko, Ludlow, & de Kretser,
2014). Escherichia coli K1 ile intraperitonel enfeksiyonun neden oldugu fare sepsis
modelinde follistatinin etkisi aragtirilmistir. Follistatin ile tedavi edilen ve kontrol
fareleri arasinda aktivin A serum seviyelerinde anlamli bir fark goriilmemistir. Ciddi
bakteriyel enfeksiyonlara karsi follistatinin, direnci artirmadigi 6ne siirtilmiistiir
(Dieelberg, Ribes, Michel, Redlich, Briick, Nau, & Schiitze, 2012).

Kronik yorgunluk sendromu / miyaljik ensefalomiyelit (CFS / ME) hastalarinda
aktivin ailesi proteinlerinin serum biyobelirtecleri olarak kullanilabilirligi
arastirilmistir. Hastalarin serum aktivin B seviyeleri, ¢calisma kontrollerine ve ayrica
belirlenen referans araligina kiyasla 6nemli 6lgiide yiiksek bulunurken, serum aktivin
A ve follistatin seviyeleri normal sinirlar igerisinde goriilmiistiir. Yiiksek serum aktivin
B diizeyinin bulunmasi, CFS / ME'li hastalarda biyobelirte¢ olarak kullanilabilecegi
ve follistatin ile tedavinin faydali olabilecegi 6ne siirtilmiistiir (Lidbury, Kita, Lewis,
Hayward, Ludlow, Hedger, & de Kretser, 2017). Aktivinlerin follistatin ile ndtralize
edilmesinin birka¢ fare kolit modelinde in vivo anti-enflamatuvar etkiye sahip olup

olmayacag arasgtirilmistir. Kolit durumunda aktivinin hem lokal hem de sistemik
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olarak arttig1 ve aktivinin follistatin ile ndtralizasyonu sonucunda enflamasyonun
bastirildig1 gézlemlenmistir. Aktivinlerin epitel hiicre boliinmesini baskiladig: ve pro-
enflamatuvar kemokinlerin liretimini arttirdigr gosterilmistir (Dohi ve ark., 2005).
Kistik fibroz (KF) akciger hastaliginda aktivin A seviyesinin ve aktivin A'nin dogal
antagonisti follistatin ile inhibe edilmesinin akciger hastaligi {iizerine etkileri
arastirilmistir. KF hastalarinda serum A seviyelerinin yiikseldigi ve hastali§inin uzun
vadeli yonetiminde aktivin A antagonisti olan follistatinin terapotik olarak
kullanilabilirligi 6ne siiriilmistiir (Hardy ve ark., 2015). Hepatit B ve hepatit C
hastalar ile saglikli kontrol grubundan olusan bir ¢aligmada, serum aktivin A ve
follistatin degerleri arastirllmistir. Serum aktivin A seviyesinin viral hepatit
hastalarinda kontrol grubuna kiyasla énemli 6lclide arttig1 gosterilmis ancak her iki
hasta grubunda da serum follistatin diizeyinde artis gériilmemistir. Hepatit B'de hepatit
C'ye kiyasla daha yiliksek aktivin A seviyeleri goriilmistiir (Patella, Phillips, de
Kretser, Evans, Groome, & Sievert, 2001). Misir'da yapilan bagka bir ¢alismada ise
yine hepatit C viriisii ile enfekte hastalarda kontrol grubuna kiyasla anlamli sekilde
daha ytiksek serum aktivin A seviyeleri tespit edilmistir (Elsammak, Amin, Khalil,
Ragab, & Abaza 2006). Bizim ¢alisgmamizda follistatin molekiilii agisindan gruplar
arasinda anlamli bir fark bulunmamaktadir. Bruselloz enfeksiyonu siireclerinde
follistatinin normal seviyelerde seyrettigi goriilmiistiir.

Sonu¢ olarak aktivin A ve aktivin B molekiillerinin bruselloz siirecinde
baskilandig1 bununla birlikte follistatin diizeylerinin ise saglikli kisiler ile hasta kisiler
arasinda birbirine yakin oldugu goriilmektedir. Aktivin A ve aktivin B molekiilerinin
akut ve kronik brusellozda, saglikli kontrollere gore daha az serum seviyeleri
sergilemeleri ve iyilesen hastalarda bu seviyelerin yiikselmesi, aktivinlerin brusellozda
pro-enflamatuvar yanitlar olusturma yoniinde hareket ettigini diisiindlirmektedir.
Brucella  bakterilerinin  konakta varligmi siirdiirebilmek i¢cin  gelistirdigi
mekanizmalardan birinin de aktivin A ve aktivin B'yi baskilamak oldugu
varsayllmistir. Akut ve kronik hasta gruplar1 arasindan her iki aktivin molekiilii i¢in
de anlamh farkin goriilmemesi, hastaligin tim evrelerinde bu molekiillerin
aktivitelerinin engellendigini gostermektedir. Brusellozda aktivinlerin diisiik serum
seviyelerine sahip olmalar1 sebebiyle, tanida yeni belirtecler olarak kullanilabilirligini

ortaya koymaktayiz. Yapilacak yeni in vitro ¢alismalarda disaridan aktivin verilmesi
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ve / veya follistatin antagonistlerinin kullanimasi sonucunda brusellozun engellenmesi
gerceklestirilebilirse  tedavi  agisindan  yeni  yOntemler olarak literatiire
sunulabilinecektir. Hastalar iyilestiginde aktivin A ve aktivin B molekiiliiniin serum
seviyelerinin artmasi, tedavi siirecinde degerlendirilerek, tedavinin sonlandirilmasinin

uygunlugu hakkinda hekimlere fikir sunacag: diisiiniilmektedir.

58



6. KAYNAKLAR

Akan, E. (1986). Tibbi Mikrobiyoloji; Bakteriler-Mantarlar-Riketziyalar-Klamidyeler
ve Infeksiyonlari. 1. Baski, Konya: Oba Kitapevi, s173-174.

Aktas, O., (2003) Brusellozda mikrobiyolojik tani. Ankem dergisi, 17: 336-9.

Aktug Demir, N. (2009) Brusellozda hiicresel immiin yanitin arastirilmasi (uzmanlik
tezi). T.C. Selguk Universitesi Meram T1p Fakiiltesi.

Al Dahouk, S., Kohler, S., Occhialini, A., Jiménez de Bagiiés, M. P., Hammerl, J. A.,
Eisenberg, T...Scholz, H. C. (2017). Brucella spp. of amphibians comprise
genomically diverse motile strains competent for replication in macrophages and

survival in mammalian hosts. Scientific reports, 7, 44420.
https://doi.org/10.1038/srep44420

Aligkan H. (2008). Kiiltiir ve serolojik yontemlerin insan brusellozu tanisindaki degeri.
Mikrobiyol Bul, 42(1):185-95.

Alp, E., Koc, R. K., Durak, A. C., Yildiz, O., Aygen, B., Sumerkan, B., & Doganay,
M. (2006). Doxycycline plus streptomycin versus ciprofloxacin plus rifampicin in
spinal brucellosis [ISRCTN31053647]. BMC Infectious D

iseases, 6(1), 72.

Altekruse, S. F., Timbo, B. B., Mowbray, J. C., Bean, N. H., & Potter, M. E. (1998).
Cheese-associated outbreaks of human illness in the United States, 1973 to 1992:

sanitary = manufacturing  practices protect consumers. Journal of  food
protection, 61(10), 1405-1407.d0i:10.4315/0362-028x-61.10.1405

Haag, A. F., Myka, K. K., Arnold, M. F., Caro-Hernandez, P., & Ferguson, G. P.
(2010). Importance of lipopolysaccharide and cyclic B-1, 2-glucans in Brucella-
mammalian infections. International journal of microbiology.

Araj, G. F. (2010). Update on laboratory diagnosis of human brucellosis.
International Journal of Antimicrobial Agents, 36, S12—S17.

Arda M, Minbay A, Aydin N, Akay O, Izgiir M, Leloglu N. (1997). Brucella
Infeksiyonlar: (4. Baski). Ankara: Medisan Yayinevi.

Arellano-Reynoso, B., Lapaque, N., Salcedo, S., Briones, G., Ciocchini, A. E., Ugalde,
R., ..., & Gorvel, J. P. (2005). Cyclic B-1, 2-glucan is a Brucella virulence factor
required for intracellular survival. Nature immunology, 6(6), 618-625.

Attisano, L., Wrana, J. L., Montalvo, E., & Massague, J. (1996). Activation of
signalling by the activin receptor complex. Molecular and cellular biology, 16(3),
1066-1073.

59



Aygen, B., Doganay, M., Siimerkan, B., Yildiz, O., & Kayabas, U. (2002). Clinical
manifestations, complications and treatment of brucellosis: a retrospective evaluation
of 480 patients. Medecine et maladies infectieuses, 32(9), 485-493.

Badur, S. (1990). Bruselloz'da Serolojik Tani ve Seroepidemiyoloji. Klimik
Derg. 3(1):17-20.

Bandara, A. B., Contreras, A., Contreras-Rodriguez, A., Martins, A. M., Dobrean, V.,
Poff-Reichow, S., ..., & Boyle, S. M. (2007). Brucella suis urease encoded by ure 1
but not ure 2 is necessary for intestinal infection of BALB/c mice. BMC
microbiology, 7(1), 57.

Baysal, B., In: Mutlu G, .T., Cengiz, AT., Ustagelebi, S., Tiimbay, E., Mete, O., (Eds.)
(1999). Brucella., Temel ve Klinik Mikrobiyoloji. Ankara: Giines Kitabevi.. s571-577.

Besson-Fournier, C., Latour, C., Kautz, L., Bertrand, J., Ganz, T., Roth, M. P., &
Coppin, H. (2012). Induction of activin B by inflammatory stimuli up-regulates
expression of the iron-regulatory peptide hepcidin through Smadl/5/8
signaling. Blood, 120(2), 431-439.

Bilgehan H, (1983). Klinik Mikrobiyoloji, Ozel Bakteriyoloji ve Bakteri
Enfeksiyonlar:. 1zmir, Bilgehan Basimevi, s211.

Biron, C. A., (1999). Initial and innate responses to viral infections--pattern setting in
immunity or disease. Current opinion in  microbiology, 2(4), 374-381.
doi.org/10.1016/s1369-5274(99)80066-6

Bloise, E., Ciarmela, P., Dela Cruz, C., Luisi, S., Petraglia, F., & Reis, F. M. (2019).
Activin A in mammalian physiology. Physiological Reviews, 99(1), 739-780.

Bohin, J., (2000). Osmoregulated periplasmic glucans in Proteobacteria. FEMS
Microbiology Letters, 186(1), 11-19. doi:10.1016/s0378-1097(00)00110-5

Boschiroli, M. L., Ouahrani-Bettache, S., Foulongne, V., Michaux-Charachon, S.,
Bourg, G., Allardet-Servent, A., ..., & O’Callaghan, D. (2002). Type IV secretion and
Brucella virulence. Veterinary Microbiology, 90(1-4), 341-348.

Bowman, D. D., (2011). Introduction to the Alpha-proteobacteria: Wolbachia and
Bartonella, Rickettsia, Brucella, Ehrlichia, and Anaplasma. Topics in Companion
Animal Medicine.

Breit, S., Ashman, K., Wilting, J., Rossler, J., Hatzi, E., Fotsis, T., & Schweigerer, L.
(2000). The N-myc oncogene in human neuroblastoma cells: down-regulation of an
angiogenesis inhibitor identified as activin A. Cancer Research, 60(16), 4596-4601.

Buttigieg, S. C., Savic, S., Cauchi, D., Lautier, E., Canali, M., & Aragrande, M.
(2018). Brucellosis control in Malta and Serbia: a One Health evaluation. Frontiers in
veterinary science, 5, 147.

Canali, S., Core, A. B., Zumbrennen-Bullough, K. B., Merkulova, M., Wang, C.-Y.,
Schneyer, A. L., ... Babitt, J. L. (2016). Activin B Induces Noncanonical SMAD1/5/8
Signaling via BMP Type I Receptors in Hepatocytes: Evidence for a Role in Hepcidin
Induction by Inflammation in Male Mice. Endocrinology, 157(3), 1146—
1162. doi:10.1210/en.2015-1747

60



Capasso, L. (1999). Brucellosis at Herculaneum (79 AD). International Journal of
Osteoarchaeology, 9(5), 277-288.

Capasso, L. (2002). Bacteria in two-millennia-old cheese, and related epizoonoses in
Roman populations. Journal of Infection, 45(2), 122-127.

Cardoso, P. G., Macedo, G. C., Azevedo, V., & Oliveira, S. C. (2006). Brucella spp
noncanonical LPS: structure, biosynthesis, and interaction with host immune
system. Microbial cell factories, 5(1), 13.

Caro-Hernandez, P., Fernandez-Lago, L., de Miguel, M. J., Martin-Martin, A. 1.,
Cloeckaert, A., Grillo, M. J., ... Vizcaino, N. (2007). Role of the Omp25/Omp31
family in outer membrane properties and virulence of Brucella ovis. Infection and
Immunity, 75(8), 4050—4061. https://doi.org/10.1128/IA1.00486-07

Celli, J., de Chastellier, C., Franchini, D.-M., Pizarro-Cerda, J., Moreno, E., & Gorvel,
J.-P. (2003). BrucellaEvades Macrophage Killing via VirB-dependent Sustained
Interactions with the Endoplasmic Reticulum. The Journal of Experimental Medicine,
198(4), 545-556. doi:10.1084/jem.20030088

Chen, L., Xie, Q., & Nathan, C. (1998). Alkyl Hydroperoxide Reductase Subunit C
(AhpC) Protects Bacterial and Human Cells against Reactive Nitrogen Intermediates.
Molecular Cell, 1(6), 795-805. doi:10.1016/s1097-2765(00)80079-9

Chen, Y.-G., Lui, H. M., Lin, S.-L., Lee, J. M., & Ying, S.-Y. (2002). Regulation of
Cell Proliferation, Apoptosis, and Carcinogenesis by Activin. Experimental Biology
and Medicine, 227(2), 75-87. doi:10.1177/153537020222700201

Christopher, S., Umapathy, B., & Ravikumar, K. (2010). Brucellosis: Review on the
recent trends in pathogenicity and laboratory diagnosis. Journal of Laboratory
Physicians, 2(2), 55.

Copin, R., De Baetselier, P., Carlier, Y., Letesson, J.-J., & Muraille, E.
(2007). MyD88-Dependent Activation of B220-CD11b+LY-6C+ Dendritic Cells
during Brucella melitensis Infection. The Journal of Immunology, 178(8), 5182—
5191. doi:10.4049/jimmunol.178.8.5182

Corbel, M. (1997). Brucellosis: an Overview. Emerging Infectious Diseases, 3(2),
213-221. doi:10.3201/eid0302.970219

Daopin, S., Piez, K. A., Ogawa, Y., & Davies, D. R. (1992). Crystal structure of
transforming  growth  factor-beta @ 2: an  unusual fold for the
superfamily. Science, 257(5068), 369-373.

De Kretser, D. M., O’Hehir, R. E., Hardy, C. L., & Hedger, M. P. (2012). The roles
of activin A and its binding protein, follistatin, in inflammation and tissue repair.
Molecular and Cellular Endocrinology, 359(1-2), 101-
106. doi:10.1016/j.mce.2011.10.009

De Kretser, M.P. Hedger, K.L. Loveland and D.J. Phillips (2002). Inhibins, activins
and follistatin in reproduction. Human Reproduction Update, 8(6), 529—
541. doi:10.1093/humupd/8.6.529

61



Deyi, V. M., Mori, M., Dauby, N., Clevenbergh, P., Mahadeb, B., Loizidou, A, ..., &
Hallin, M. (2021). Staggered enforcement of infection control and prevention
measures following four consecutive potential laboratory exposures to imported
Brucella melitensis. Infection Prevention in Practice, 3(2), 100128.

Dieelberg, C., Ribes, S., Michel, U., Redlich, S., Briick, W., Nau, R., & Schiitze, S.
(2012). Follistatin does not influence the course of Escherichia coli K1 sepsis in a
mouse model. Shock, 38(6), 615-619.

Dizer, U., Beker, C. M., Cigek, H., Giiner, O. R., Zeren, I., & Pahsa, A. (2005).
Bruselloz tanit yontemlerinin etkinliginin arastirilmast. Uludag Universitesi Tip
Fakiiltesi Dergisi, 31(2), 87-93.

Doganay, M., & Aygen, B. (2003). Human brucellosis: an overview. International
Journal of Infectious Diseases, 7(3), 173—182. d0i:10.1016/s1201-9712(03)90049-x

Dohi, T., Ejima, C., Kato, R., Kawamura, Y. 1., Kawashima, R., Mizutani, N., Tabuchi,
Y., & Kojima, I. (2005). Therapeutic potential of follistatin for colonic inflammation
in mice. Gastroenterology, 128(2), 411-423.

Dornand, J., Gross, A., Lafont, V., Liautard, J., Oliaro, J., & Liautard, J.-P. (2002).
The innate immune response against Brucella in humans. Veterinary Microbiology,
90(1-4), 383-394. d0i:10.1016/s0378-1135(02)00223-7

Dornand, J., Lafont, V., Oliaro, J., Terraza, A., Castaneda-Roldan, E., & Liautard, J.-
P. (2004). Impairment of Intramacrophagic Brucella suis Multiplication by Human
Natural Killer Cells through a Contact-Dependent Mechanism. Infection and
Immunity, 72(4), 2303-2311. doi:10.1128/1ai.72.4.2303-2311.2004

Dorneles, E. M. S., Teixeira-Carvalho, A., Aragjo, M. S. S., Sriranganathan, N., &
Lage, A. P. (2015). Immune response triggered by Brucella abortus following
infection or vaccination. Vaccine, 33(31), 3659
3666. doi:10.1016/j.vaccine.2015.05.057

Elsammak, M. Y., Amin, G. M., Khalil, G. M., Ragab, W. S., & Abaza, M. M. (2006).
Possible contribution of serum activin A and IGF-1 in the development of
hepatocellular carcinoma in Egyptian patients suffering from combined hepatitis C

virus infection and hepatic schistosomiasis. Clinical Biochemistry, 39(6), 623-
629. doi: 10.1016 / j.clinbiochem.2006.01.022

Ergoniil, O., Celikbas, A., Tezeren, D., Giivener, E., & Dokuzoguz, B.
(2004). Analysis of risk factors for laboratory-acquired brucella infections. Journal of
Hospital Infection, 56(3), 223—227. d0i:10.1016/j.jhin.2003.12.020

Ertek, M., Bruselloz: Klinik formlar1 ve 6zellikleri. Ankem Dergisi 2003, 17: 333-5.

Fang, D. Y. P., Lu, B., Hayward, S., de Kretser, D. M., Cowan, P. J., & Dwyer, K. M.
(2016). The Role of Activin A and B and the Benefit of Follistatin Treatment in Renal

Ischemia-Reperfusion  Injury in  Mice. Transplantation  Direct, 2(7),
e87. doi:10.1097/txd.0000000000000601

62



Fernandes, D. M., & Baldwin, C. L. (1995a). Interleukin-10 downregulates protective
immunity to Brucella abortus. Infection and immunity, 63(3), 1130-1133.
doi.org/10.1128/1A1.63.3.1130-1133.1995

Fernandes, D. M., Benson, R., & Baldwin, C. L. (1995b). Lack of a role for natural
killer cells in early control of Brucella abortus 2308 infections in mice. Infection and
immunity, 63(10), 4029—-4033. https://doi.org/10.1128/IA1.63.10.4029-4033.1995

Finlay, B. B., & Falkow, S. (1997). Common themes in microbial pathogenicity
revisited. Microbiology and molecular biology reviews : MMBR, 61(2), 136—169.

Forestier, C., Deleuil, F., Lapaque, N., Moreno, E., & Gorvel, J. P. (2000). Brucella
abortus lipopolysaccharide in murine peritoneal macrophages acts as a down-regulator
of T cell activation. The Journal of Immunology, 165(9), 5202-5210.
doi:10.4049/jimmunol.165.9.5202

Franco, M. P., Mulder, M., Gilman, R. H., & Smits, H. L. (2007). Human brucellosis.
The Lancet Infectious Diseases, 7(12), 775-786.

Fugier, E., Pappas, G., & Gorvel, J.-P. (2007). Virulence factors in brucellosis:
implications for aetiopathogenesis and treatment. Expert Reviews in Molecular
Medicine, 9(35). doi:10.1017/s1462399407000543

Galinska, E. M., & Zagorski, J. (2013). Brucellosis in humans-etiology, diagnostics,
clinical forms. Annals of agricultural and environmental medicine, 20(2).

Gee, J. M., Valderas, M. W., Kovach, M. E., Grippe, V. K., Robertson, G. T., Ng, W.-
L., ... Roop, R. M. (2005). The Brucella abortus Cu,Zn Superoxide Dismutase Is
Required for Optimal Resistance to Oxidative Killing by Murine Macrophages and
Wild-Type Virulence in Experimentally Infected Mice. Infection and Immunity, 73(5),
2873-2880.

Gezgen, C., & Seker, E. (2014). Brusellozis: Giincel Yaklasimlar. Elektronik
Mikrobiyoloji Dergisi TR, 12(1), 28-66.

Glowacka, P., Zakowska, D., Naylor, K., Niemcewicz, M., & Bielawska-Drozd, A.
(2018). Brucella - Virulence Factors, Pathogenesis and Treatment. Polish journal of
microbiology, 67(2), 151-161. https://doi.org/10.21307/pjm-2018-029

Golding, B., Scott, D. E., Scharf, O., Huang, L.-Y., Zaitseva, M., Lapham, C., ...
Golding, H. (2001). Immunity and protection against Brucella abortus. Microbes and
Infection, 3(1), 43—48. doi:10.1016/s1286-4579(00)01350-2

Gomes, M. T., Campos, P. C., de Almeida, L. A., Oliveira, F. S., Costa, M. M., Marim,
F. M .... Oliveira, S. C. (2012). The role of innate immune signals in immunity to
Brucella abortus. Frontiers in Cellular and Infection Microbiology, 2, 130.
https://doi.org/10.3389/fcimb.2012.00130

Gorvel, J. P., & Moreno, E. (2002). Brucella intracellular life: from invasion to
intracellular replication. Veterinary Microbiology, 90(1-4), 281—-
297. doi:10.1016/s0378-1135(02)00214-6

63



Gupta, V. K., Nayakwadi, S., Kumar, A., Gururaj, K., Kumar, A., & Pawaiya, R. S.
(2014). Markers for the molecular diagnosis of brucellosis in animals. Adv. Anim. Vet.
Sci, 2(3), 31-39.

Guzman-Verri, C., Chaves-Olarte, E., von Eichel-Streiber, C., Lopez-Goii, 1.,
Thelestam, M., Arvidson, S., Gorvel, J. P., & Moreno, E. (2001). GTPases of the Rho
subfamily are required for Brucella abortus internalization in nonprofessional
phagocytes: direct activation of Cdc42. The Journal of Biological Chemistry, 276(48),
4443544443,

Guzman-Verri, C., Manterola, L., Sola-Landa, A., Parra, A., Cloeckaert, A., Garin, J.,
. Lopez-Goni, I. (2002). The two-component system BvrR/BvrS essential for
Brucella abortus virulence regulates the expression of outer membrane proteins with

counterparts in members of the Rhizobiaceae. Proceedings of the National Academy
of Sciences, 99(19), 12375—-12380.

Hamang, M. J., (2019). The Roles of Activin A and B in Liver Inflammation and
Fibrosis (Doctoral dissertation, Purdue University).

Hamdy, M. E. R., & Amin, A. S. (2002). Detection of Brucella Species in the Milk of
Infected Cattle, Sheep, Goats and Camels by PCR. The Veterinary Journal, 163(3),
299-305. doi:10.1053/tvjl.2001.0681

Hardy, C. L., King, S. J., Mifsud, N. A., Hedger, M. P., Phillips, D. J., Mackay, F., ...,
& O'hehir, R. E. (2015). The activin A antagonist follistatin inhibits cystic fibrosis-
like lung inflammation and pathology. Immunology and Cell Biology, 93(6), 567-574.

Hayat L, (2000) Doksisiklin-rifampisin ve levamizol kombinasyonunun kronik
brusellozlu hastalarin lenfosit alt gruplar1 ve fagositik hiicre fonksiyonlari iizerine
etkisi (Uzmanlik Tezi): T.C. Genelkurmay Baskanlig1 Giilhane Askeri Tip Akademisi
Askeri Tip Fakiiltesi.

He, Y. (2012). Analyses of Brucella Pathogenesis, Host Immunity, and Vaccine
Targets using Systems Biology and Bioinformatics. Frontiers in Cellular and Infection
Microbiology, 2. doi:10.3389/fcimb.2012.00002

Hedger, M. P., & de Kretser, D. M. (2013). The activins and their binding protein,
follistatin—diagnostic and therapeutic targets in inflammatory disease and
fibrosis. Cytokine, & growth factor reviews, 24(3), 285-295.

Hedger, M. P., Winnall, W. R., Phillips, D. J., & de Kretser, D. M. (2011). The
regulation and functions of activin and follistatin in inflammation and
immunity. Vitamins and hormones, 85, 255-297. https://doi.org/10.1016/B978-0-12-
385961-7.00013-5

Hodul M, (2008) develi yoresinde sigir brusellozunun serolojik testlerle (RBPT, SAT,
C-ELISA, CFT) teshisi (yiiksek lisans tezi). T.C Erciyes Universitesi Saglik Bilimleri
Enstitiisi.

Hull, N. C., & Schumaker, B. A. (2018). Comparisons of brucellosis between human
and veterinary medicine. Infection Ecology, & Epidemiology, 8(1),
1500846. doi:10.1080/20008686.2018.1500846

64



Isik, B., (2010) Cocukluk Cagi Brusellozu’'nda Tedavi Kombinasyonlar1 ve
Siirelerinin Kiyaslanmasi (Tipta Uzmanlik Tezi). T.C Erciyes Universitesi Saglik
Bilimleri Enstitiisii.

frvem, A., Yiicel, F. M., Aksaray, S., & Bor, E. (2015). Brusellozun Serolojik
Tanisinda Yeni ve Hizli Bir Yontem Olan Brucella Coombs Jel Testi ile Diger
Yontemlerin Karsilagtirilmasi. Mikrobiyol Bul, 49(2), 181-187.

Jezi, F. M., Razavi, S., Mirnejad, R., & Zamani, K. (2019). Inmunogenic and
protective antigens of Brucella as vaccine candidates. Comparative Immunology,
Microbiology and Infectious Diseases. doi:10.1016/j.cimid.2019.03.015

Jiménez de Bagiiés, M. P., Terraza, A., Gross, A., & Dornand, J. (2004). Different
responses of macrophages to smooth and rough Brucella spp.: relationship to
virulence. Infection and immunity, 72(4), 2429-2433.

Jones, K. L., Brauman, J. N., Groome, N. P., de Kretser, D. M., & Phillips, D. J.
(2000). Activin A release into the circulation is an early event in systemic
inflammation and precedes the release of follistatin. Endocrinology, 141(5), 1905-
1908.

Jones, K. L., Mansell, A., Patella, S., Scott, B. J., Hedger, M. P., de Kretser, D. M., &
Phillips, D. J. (2007). Activin A is a critical component of the inflammatory response,
and its binding protein, follistatin, reduces mortality in endotoxemia. Proceedings of
the National Academy of Sciences, 104(41), 16239-16244.

Jumas-Bilak, E., Michaux-Charachon, S., Bourg, G., O’Callaghan, D., & Ramuz, M.
(1998). Differences in chromosome number and genome rearrangements in the genus
Brucella.  Molecular ~ Microbiology, 27(1), 99-106. doi:10.1046/5.1365-
2958.1998.00661.x

Kandemir, O., (2015). Bruselloz. Tiirkive Klinikleri Enfeksivon Hastaliklari-Ozel
Konular, 8(2), 1-9.

Kariyawasam, H. H., Semitekolou, M., Robinson, D. S., & Xanthou, G. (2011).
Activin-A: a novel critical regulator of allergic asthma. Clinical, & Experimental
Allergy, 41(11), 1505-1514.

Kaufmann, A. F., Fox, M. D., Boyce, J. M., Anderson, D. C., Potter, M. E., Martone,
W.J., & Patton, C. M. (1980). Airborne spread of brucellosis. Annals of the New York
Academy of Sciences, 353(1), 105—114.

Kim, J. —, Sha, Z., & Mayfield, J. E. (2000). Regulation of Brucella abortus Catalase.
Infection and Immunity, 68(7), 3861-3866. doi:10.1128/1ai.68.7.3861-3866.2000

Kim, Y. L, Lee, C.-Y., & Shin, M. K. (2020). Downregulation of activin-signaling
gene expression in passaged normal human dermal fibroblasts. Biomedical
Reports, 12(1), 17-22. https://doi.org/10.3892/br.2019.1258

Koéhler, S., Foulongne, V., Ouahrani-Bettache, S., Bourg, G., Teyssier, J., Ramuz, M.,
& Liautard, J. P. (2002). The analysis of the intramacrophagic virulome of Brucella
suis deciphers the environment encountered by the pathogen inside the macrophage
host cell. Proceedings of the National Academy of Sciences, 99(24), 15711-15716.

65



Kéken, E., & Oz Oyar, E. (2020). Activin-follistatin system: A new approach to renal
injury. Gazi Medical Journal, 31(3),453-456. https://doi.org/10.12996/gm;j.2020.111

Lapaque, N., Moriyon, I, Moreno, E., &  Gorvel, J.-P. (2005). Brucella
lipopolysaccharide acts as a virulence factor. Current Opinion in Microbiology, 8(1),
60—66. doi:10.1016/j.mib.2004.12.003

Lavigne, J.P., Patey, G., Sangari, F.J., Bourg, G., Ramuz, M., O’Callaghan, D.,
Michaux-Charachon, S., 2005. Identification of a new virulence factor, BvfA, in
Brucella suis. Infect. Immun. 73, 5524-5529.

Leigh, R., Oyelusi, W., Wiehler, S., Koetzler, R., Zaheer, R. S., Newton, R., & Proud,
D. (2008). Human rhinovirus infection enhances airway epithelial cell production of
growth factors involved in airway remodeling. Journal of Allergy and Clinical
Immunology, 121(5), 1238-1245.

Lerch, T. F., Shimasaki, S., Woodruff, T. K., & Jardetzky, T. S. (2007). Structural and
Biophysical Coupling of Heparin and Activin Binding to Follistatin Isoform
Functions. Journal of  Biological Chemistry, 282(21), 15930
15939. doi:10.1074/jbc.m700737200

Lidbury, B. A., Kita, B., Lewis, D. P., Hayward, S., Ludlow, H., Hedger, M. P., & de
Kretser, D. M. (2017). Activin B is a novel biomarker for chronic fatigue
syndrome/myalgic encephalomyelitis (CFS/ME) diagnosis: a cross sectional
study. Journal of Translational Medicine, 15(1), 60.

Linko, R., Hedger, M. P., Pettild, V., Ruokonen, E., Ala-Kokko, T., Ludlow, H., & de
Kretser, D. M. (2014). Serum activin A and B, and follistatin in critically ill patients
with influenza A (HINT1) infection. BMC Infectious Diseases, 14(1),253.doi: 10.1186
/ 1471-2334-14-253

Loisel-Meyer, S., de Bagues, M. P. J., Kohler, S., Liautard, J.-P., & Jubier-Maurin,
V. (2005). Differential Use of the Two High-Oxygen-Affinity Terminal Oxidases of

Brucella suis for In Vitro and Intramacrophagic Multiplication. Infection and
Immunity, 73(11), 7768-7771. doi:10.1128/1ai.73.11.7768-7771.2005

Loisel-Meyer, S., Jimenez de Bagues, M. P., Basseres, E., Dornand, J., Kohler, S.,
Liautard, J.-P., & Jubier-Maurin, V. (2006). Requirement of norD for Brucella suis
Virulence in a Murine Model of In Vitro and In Vivo Infection. Infection and
Immunity, 74(3), 1973-1976.

Lopez-Goiii, 1., Guzman-Verri, C., Manterola, L., Sola-Landa, A., Moriyon, 1., &
Moreno, E. (2002). Regulation of Brucella virulence by the two-component system
BvrR/BvrS. Veterinary Microbiology, 90(1-4), 329—339. doi:10.1016/s0378-
1135(02)00218-3

Madkour, MM., (2008) Bruselloz. Ang O (ed). istanbul Nobel Tip Kitabevleri

Mandell, GL., Bennet, JE., & Dolin, R. (2000). Principles and Practice of Infectious
Disease. Fifth ed.. s2386-2393.

Marchesini, M. 1., Herrmann, C. K., Salcedo, S. P., Gorvel, J. P., & Comerci, D. J.
(2011). In search of Brucella abortus type IV secretion substrates: screening and

66



identification of four proteins translocated into host cells through VirB
system. Cellular Microbiology, 13(8), 1261-1274.

Mason, A. J., Niall, H. D., & Seeburg, P. H. (1986). Structure of two human ovarian
inhibins. Biochemical and Biophysical Research Communications, 135(3), 957-964.
doi:10.1016/0006-291x(86)91021-1

Meltzer, E., Sidi, Y., Smolen, G., Banai, M., Bardenstein, S., & Schwartz, E.
(2010). Sexually Transmitted Brucellosis in Humans. Clinical Infectious Diseases,

Memish, Z., (2001) Brucellosis control in Saudi Arabia: prospects and challenges. J
Chemoter 13:11-7.

Michaux-Charachon, S., Bourg, G., Jumas-Bilak, E., Guigue-Talet, P., Allardet-
Servent, A., O’Callaghan, D., & Ramuz, M. (1997). Genome structure and phylogeny
in the genus Brucella. Journal of Bacteriology, 179(10), 3244—
3249. doi:10.1128/jb.179.10.3244-3249.1997

Michel, U., Ebert, S., Phillips, D., & Nau, R. (2003). Serum concentrations of activin
and follistatin are elevated and run in parallel in patients with septicemia. European
Jjournal of endocrinology, 148(5), 559-564.

Michel, U., Gerber, J., E. O’Connor, A., Bunkowski, S., Briick, W., Nau, R., &
Phillips, D. J. (2004). Increased activin levels in cerebrospinal fluid of rabbits with
bacterial meningitis are associated with activation of microglia. Journal of
Neurochemistry, 86(1), 238—245. doi:10.1046/j.1471-4159.2003.01834.x

Mobley, H. L., Island, M. D., & Hausinger, R. P. (1995). Molecular biology of
microbial ureases. Microbiological reviews, 59(3), 451-480.

Moreno, E. (2014). Retrospective and prospective perspectives on zoonotic
brucellosis. Frontiers in Microbiology, 5. doi:10.3389/fmicb.2014.00213

Moreno, E., & Moriyon, 1. (2002). Brucella melitensis: a nasty bug with hidden
credentials for virulence. Proceedings of the National Academy of Sciences of the
United States of America, 99(1), 1-3.

Morianos, 1., Papadopoulou, G., Semitekolou, M., & Xanthou, G. (2019). Activin-A
in the regulation of immunity in health and disease. Journal of Autoimmunity,
102314. doi:10.1016/j.jaut.2019.102314

Mousa, A. R. M., Muhtaseb, S. A., Almudallal, D. S., Khodeir, S. M., & Marafie, A.
A. (1987). Osteoarticular Complications of Brucellosis: 4 Study of 169 Cases. Clinical
Infectious Diseases, 9(3), 531-543. doi:10.1093/clinids/9.3.531

Murphy, E. A., Sathiyaseelan, J., Parent, M. A., Zou, B., & Baldwin, C. L.
(2001). Interferon-gamma is crucial for surviving a Brucella abortus infection in both
resistant C57BL/6 and susceptible BALB/c mice. Immunology, 103(4), 511—
518. doi:10.1046/5.1365-2567.2001.01258.x

Namwanje, M., & Brown, C. W. (2016). Activins and inhibins: roles in development,
physiology, and disease. Cold Spring Harbor Perspectives in Biology, 8(7), a021881.

67



Neta, A. V. C., Mol, J. P., Xavier, M. N., Paixao, T. A., Lage, A. P., & Santos, R. L.
(2010). Pathogenesis of bovine brucellosis. The Veterinary Journal, 184(2), 146-155.

Nicoletti, P. (2010). Brucellosis: past, present and future. Prilozi 31, 21-32.

Ogawa, K., Funaba, M., Mathews, L. S., & Mizutani, T. (2000). Activin A Stimulates
Type IV Collagenase (Matrix Metalloproteinase-2) Production in Mouse Peritoneal
Macrophages. The Journal of Immunology, 165(6), 2997—
3003. doi:10.4049/jimmunol.165.6.2997

Ozcanarslan FC, (2011) 2004-2010 yillar1 arasinda cocuk enfeksiyon Hastaliklari
kliniginde izlenen brucella tanili Cocuk hastalarin  retrospektif olarak
Degerlendirilmesi ve yakin temash aile Bireylerinin brucella enfeksiyonu gelisimi
Acisindan incelenmesi (uzmanlik tezi). T.C. Cukurova Universitesi T1p Fakiiltesi.

Ozdemir, M., Dogan, M., & Baysal, B. (2007). Brusellozun serolojik tanisinda yeni
bir yontem: Immuncapture aglutinasyon testi. Genel Tip Derg, 17(1), 9-13.

Panopoulou, E., Murphy, C., Rasmussen, H., Bagli, E., Rofstad, E. K., & Fotsis, T.
(2005). Activin A Suppresses Neuroblastoma Xenograft Tumor Growth via
Antimitotic and Antiangiogenic Mechanisms. Cancer Research, 65(5), 1877—
1886. doi:10.1158/0008-5472.can-04-2828

Pappas, G., Akritidis, N., Bosilkovski, M., & Tsianos, E. (2005). Brucellosis. New
England Journal of Medicine, 352(22), 2325-2336.

Pappas, G., Panagopoulou, P., Christou, L., & Akritidis, N. (2006a). Biological
weapons. Cellular and Molecular Life Sciences CMLS, 63(19-20), 2229-2236.

Pappas, G., Papadimitriou, P., Akritidis, N., Christou, L., & Tsianos, E. V.
(2006b). The new global map of human brucellosis. The Lancet Infectious Diseases,
6(2), 91-99. doi:10.1016/s1473-3099(06)70382-6

Patel, K. (1998). Follistatin. The International Journal of Biochemistry, & Cell
Biology, 30(10), 1087—1093. doi:10.1016/s1357-2725(98)00064-8

Patella, S., Phillips, D. J., de Kretser, D. M., Evans, L. W., Groome, N. P., & Sievert,
W. (2001). Characterization of serum activin-A and follistatin and their relation to
virological and histological determinants in chronic viral hepatitis. Journal of

Hepatology, 34(4), 576—583. doi:10.1016/s0168-8278(00)00029-5

Phillips, D. J., (2000). Regulation of activin’s access to the cell: why is Mother Nature
such a control freak? BioEssays, 22(8), 689-696. doi:10.1002/1521-
1878(200008)22:8<689::aid-bies2>3.0.c0;2-5

Poetsch, A., & Marchesini, M. 1. (2020). Proteomics of Brucella. Proteomes, 8(2), 8.

Raetz, C. R. (1996). Bacterial lipopolysaccharides: a remarkable family of bioactive
macroamphiphiles. Escherichia coli and Salmonella: Cellular and Molecular
Biology,, 1, 1035-1063.

Rafiei, A., Ardestani, S. K., Kariminia, A., Keyhani, A., Mohraz, M., & Amirkhani,
A. (2006). Dominant Thl cytokine production in early onset of human brucellosis

68



followed by switching towards Th2 along prolongation of disease. Journal of
Infection, 53(5), 315-324. do0i:10.1016/j.jinf.2005.11.024

Robson, N. C., Phillips, D. J., McAlpine, T., Shin, A., Svobodova, S., Toy, T., ...
Helling, 1. (2008). Activin-A: a novel dendritic cell-derived cytokine that potently
attenuates CD40 ligand—specific cytokine and chemokine production. Blood, The
Journal of the American Society of Hematology, 111(5),2733-2743.

Rolan, H. G., & Tsolis, R. M. (2008). Inactivation of the Type IV Secretion System
Reduces the Thl Polarization of the Immune Response to Brucella abortus Infection.
Infection and Immunity, 76(7), 3207-3213. doi:10.1128/1ai.00203-08

Rossetti, C. A., Drake, K. L., & Adams, L. G. (2012). Transcriptome analysis of HeLa
cells response to Brucella melitensis infection: a molecular approach to understand the
role of the mucosal epithelium in the onset of the Brucella pathogenesis. Microbes and

infection, 14(9), 756-767.

Selcuk, K., (2006). Bruselloz ve Tedavi Sorunu. Infeksiyon Dergisi (Turkish Journal
of Infection), 20(3), 227-230.

Seleem, M.N., Boyle, S.M., Sriranganathan, N., (2008). Brucella: a pathogen without
classic virulence genes. Vet. Microbiol. 129, 1-14.

Seleem, M. N., Boyle, S. M., & Sriranganathan, N. (2010). Brucellosis: A re-
emerging ZOonosis. Veterinary Microbiology, 140(3-4), 392—
398. doi:10.1016/j.vetmic.2009.06.021

Skendros, P., & Boura, P. J. R. S. T. (2013). Immunity to brucellosis. Revue
Scientifique et Technique (International Office of Epizootics), 32(1), 137-147.

Slater, S. C., Goldman, B. S., Goodner, B., Setubal, J. C., Farrand, S. K., Nester, E.
W., ... Wood, D. W. (2009). Genome Sequences of Three Agrobacterium Biovars
Help Elucidate the Evolution of Multichromosome Genomes in Bacteria. Journal of
Bacteriology, 191(8), 2501-2511. doi:10.1128/jb.01779-08

Staszkiewicz, J., Lewis, C. M., Colville, J., Zervos, M., & Band, J. (1991). Outbreak
of Brucella melitensis among microbiology laboratory workers in a community
hospital. Journal of clinical microbiology, 29(2), 287-290.

Steffen, R., (1977). Antacids—A Risk Factor in Travellers Brucellosis? Scandinavian
Journal of Infectious Diseases, 9(4), 311-312. d0i:10.3109/inf.1977.9.issue-4.11

Stevanin, T. M., Moir, J. W. B., & Read, R. C. (2005). Nitric Oxide Detoxification
Systems Enhance Survival of Neisseria meningitidis in Human Macrophages and in
Nasopharyngeal Mucosa. Infection and Immunity, 73(6), 3322—3329.

Sugama, S., Takenouchi, T., Kitani, H., Fujita, M., & Hashimoto, M. (2007). Activin
as an anti-inflammatory cytokine produced by microglia. Journal of
Neuroimmunology, 192(1-2), 31-39. d0i:10.1016/j.jneuroim.2007.08.016

Stimerkan B. In: Wilke Topgu A., Soyletir G., Doganay M. (Ed). (2008). Enfeksiyon
Hastaliklar1 ve Mikrobiyolojisi. Istanbul: 3. bask1. Nobel Tip Kitapevleri, s2237-2243

69



T.C. Saghk Baknaligt Halk Sagligt Genel Mudurlugu, Zoonotik ve Vektorel
Hastaliklar Dairesi Bagkanligi (2017). Bruselloz Istatistik verileri. Halk Saglig1 Genel
Mudurlugu, Zoonotik ve Vektorel Hastaliklar Dairesi Bagkanligi.

Toklu, G. D., Akagag, A. E., & Agca, H. (2012). Brusellozda spesifik olmayan
laboratuvar testlerinin tanidaki 6nemi.J Clin Exp Invest www. jceionline. org
Vol, 3(1).

Turung Ozdemir A, (2018). Bruselloz’da tedavi 6ncesi ve sonrasi kallistatin diizeyleri
(Uzmanlik Tezi): T.C. Saglik Bilimleri Universitesi Kayseri Egitim Ve Arastirma
Hastanesi Enfeksiyon Hastaliklar1 Ve Klinik Mikrobiyoloji.

Verger, J. M., Grimont, F., Grimont, P. A., & Grayon, M. (1985). Brucella, a
monospecific genus as shown by deoxyribonucleic acid hybridization. International
Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology, 35(3), 292-295.

Wang, Y., Ke, Y., Duan, C., Ma, X., Hao, Q., Song, L., ..., & Zhao, Y. (2019). A small
non-coding RNA facilitates Brucella melitensis intracellular survival by regulating the

expression of virulence factor. International Journal of Medical Microbiology, 309(3-
4), 225-231.

Watarai, M., Makino, S., Fujii, Y., Okamoto, K., & Shirahata, T. (2002). Modulation
of Brucella-induced macropinocytosis by lipid rafts mediates intracellular replication.
Cellular Microbiology, 4(6), 341-355. doi:10.1046/j.1462-5822.2002.00195.x

Wattam, A. R., Williams, K. P., Snyder, E. E., Almeida, N. F., Shukla, M., Dickerman,
A. W., ... Setubal, J. C. (2009). Analysis of Ten Brucella Genomes Reveals Evidence
for Horizontal Gene Transfer Despite a Preferred Intracellular Lifestyle. Journal of
Bacteriology, 191(11), 3569-3579. doi:10.1128/jb.01767-08

Young, E. J. (1983). Human brucellosis. Reviews of Infectious Diseases, 5(5), 821-
842.

Young, E. J. (1995). An overview of human brucellosis. Clinical Infectious Diseases:
an Official Publication of the Infectious Diseases Society of America, 21(2), 283-290.

Young, EJ. (2004). Brucellosis. In: Feigin RD, Cherry JD, Demmler GJ, Kaplan SL.
Textbook of Pediatric Infectious Diseases. 5th edition. Philadelphia: Saunders 1582-
88

Yu, E. W., Dolter, K. E., Shao, L. E., & Yu, J. (1998). Suppression of IL-6 biological
activities by activin A and implications for inflammatory arthropathies. Clinical and
Experimental ~ Immunology, 112(1), 126-132.  https://doi.org/10.1046/j.1365-
2249.1998.00522.x

Zhang, L., Xu, P., Wang, X., Zhang, M., Yan, Y., Chen, Y., ... Zhang, L. (2017).
Activin B regulates adipose-derived mesenchymal stem cells to promote skin wound

healing via activation of the MAPK signaling pathway. The International Journal of
Biochemistry, & Cell Biology, 87, 69-76.

Zhang, M., Liu, N. Y., Wang, X. E., Chen, Y. H,, Li, Q. L., Lu, K. R,, ... Zhang, L.
(2011). Activin B promotes epithelial wound healing in vivo through RhoA-JNK
signaling pathway. PLoS One, 6(9), €25143.

70



Zhang, Z., Zhao, Y., Batres, Y., Lin, M.-F., & Ying, S.-Y. (1997). Regulation of
Growth and Prostatic Marker Expression by Activin A in an Androgen-Sensitive
Prostate Cancer Cell Line LNCAP. Biochemical and Biophysical Research
Communications, 234(2), 362—365. doi:10.1006/bbrc.1997.6649

Zygmunt, MS., Dubray, C., & Limet, JN. (1991). Antigenic structure of Brucella:
Protective and diagnostic antigens In: Brucella and Brucellosis in man and animals
Izmir: Ege University press pp:27-38

71



7. SIMGELER VE KISALTMALAR

ActR: Aktivin serin treonin kinaz reseptorii
ADSC: Adipoz kokenli kok hiicreler

BMP: Kemik morfogenetik proteinleri-2,5,7,8
BOS: Beyin omurilik s1visi

BvfA: Brucella viriilans faktorii A

BvrR: Brusella viriilans iliskili diizenleyici sistem
BvrS: Bruesella viriilans iliskili sensor sistem
CFS / ME: Kronik yorgunluk sendromu / miyaljik ensefalomiyelit
CRP: C-reaktif protein

DNA: Deoksiriboniikleik asit

DTT: Dithiothreitol

ELISA: Enzim bagimli immiinosorbent yontemi
ER: Endoplazmik retikulum

FSH: Folikiil uyaric1 hormon

GTPaz: Guanozintrifosfataz

H20:2: Hidrojen peroksit

HRYV: Insan rinoviriis

IFN-y: Interferon gama

INHpaA: Inhibin siibiinit Ba

IRH: iskemi reperfiizyon hasari

KET: Kemik eklem tutuumu

KF: Kistik fibroz

LPS: Lipopolisakkarit

MHC: Biiytik doku uyumluluk kompleksi

ml: Mililitre

MMP2: matris metalloproteinaz-2

MO: Milattan 6nce
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MSS: Merkezi sinir sistemi

NK: Dogal oldiiriicii hiicre

NO: Nitrik oksit

NOS: Nitrik oksit sentaz

027 Siiperoksit

OD: Optik dansite

OH: Hidroksil

OMP: Dis membran proteinleri
OPG: Ozmoregiile periplazmik glukan
PMNL: Polimorfoniikleer l6kosit
R-LPS: Rough lipopolisakkarit
ROI: Reaktif oksijen iirlinleri
RT-PCR: Real-time PCR

S-LPS: Smooth lipopolisakkarit
sRNA: Kiiciik diizenleyici RNA
STA: Standart tiip agliitinasyon testi
SBG: Siklik B-1,2 glukan

TGF-B: Transforme edici biiylime faktorii-f3
Th: Yardimc1 T hiicre

Th: T yardimci hiicre

TIR: Toll interlokin reseptor

TLR: Toll like reseptor

TNF-a: Tiimor nekroz faktor-alfa
Treg: Diizenleyici T hiicre

VLCFA: Cok uzun zincirli yag asidi
XthA: Ekzodeoksiriboniikleaz I11
°C: Santigrad derece

pl: Mikrolitre

pm: Mikrometre
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