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Bruselloz diinyanin pek ¢ok iilkesinde yaygmn ve ckonomik yonden
dnemli bir zoonotik hastaliktir. Hastalik; abortuslar, siit verimi kaybi, damizlik
degeri kaybi, infertilite gibi nedenlerle hayvansal iretimde kayiplara neden
olurken infekte hayvanlaria direk temas veya kontamine siit ve sit rilinlerinin
tiiketilmesi sonucu da 6nemli bir halk saglig1 problemi olusturmaktadir. Brucella
melitensis’in brusella tiirleri ig¢inde insan igin en patojenik tiir olmast ve kirsal
kesimde insanlarin hayvanlarla yakin temasta olmalart nedeniyle koyun
brusellozu tilkemizde insan sagligina olumsuz etki bakimindan daha biiyiik dneme
sahiptir'.

Ulkemizde brusellozla miicadele, hayvanlarin agilanmasi ile
yapilmaktadir. Koyunlar i¢in Brucella melitensis REV-1 asist kullamlmaktadir.
Astdarin hem insanlarda hem de hayvanlarda infeksiyon olusturma riski
uygulayicilar ve hayvan yetistiricilerinde biiyiik isteksizlik yaratmaktadir'.
Brusella infeksiyonunun agilama ile kontrol edilmesine yaygin olarak ihtiyag
vardir ve pek ¢ok ¢aligma sonucunda olumsuz yan etki olusturmaksizin, agilama
ile yiiksek oranda direng saglanabildigi gosterilmistir. Son zamanlarda kullamlan
agilar canhiligini koruyan zayiflatilmis brusella tiirlerinin bir tasiyici igine konmasi
ile hazirlanmuistir™. Tastyic1 olarak genellikle lipozomlar kullanilmaktadir.
Lipozomlar immiinolojik adjuvan olarak, iglerine yerlestirilmis (enkapsiile
edilmis) antijene karst olusturulacak bagistk yamtin modile edilmesinde
kullanilabilirler™*. Ciinkii lipozom vapisinda bulunan fosfolipitler ve yumurta

sarisindan elde edilen lesitin gibi maddeler bulunur. Bunlar insan viicudu ile



uyumlu (bio-compatible) maddelerdir. Lipozomlar hem i¢lerine aldiklar1 maddeler
icin koruyucu bir Ozellik gosterirken, hem de cevap olusturulmas) istenen
mikroorganizmanin biyolojik membran ¢eperleri gibi cansiz béliimlerini icerseler
bile daha yiiksek cevap olusturduklari igin, as1 olarak degerlendirilebilmesi s6z
konusu olabilecektir. Literatiirde, benzer sekilde, lipozom i¢ine alinmis brusella
tiirlerinin membran parcalari ile hazirlanan agilarin kullanildigi basarih galismalar
meveuttur®. Ancak, lipozomlarin yapisini olusturan lipit kar1§1m1n1n ve oranlarinin
degistirilmesi ile daha yiiksek etkiye sahip asilarin hazirlanmasi miimkiindiir.

Kullanilmakta olan asilarin kabul edilebilen koruyucu etkilerinin
yaninda temel olarak diagnostik testlerde girisim yaparak olumsuz sonuglara yol
agabilen asilama sonrasi antikor seviyesinin yiiksek olmasi veya artik viriilans
bulunmast ile ilgili bazt problemler de vardir’. Bu nedenlerden dolay1 daha yiiksek
etkili, yan etkisi en az, insanlara da uygulanabilecek olan yeni ve etkili as
tiirlerinin arastirilmasina ve gelistirilmesine ihtiyag vardir.

Bu ¢alismada brusella dis membran antijenlerinin, optimum etkiye
sahip lipozom formiilasyonuyla birlestirilerek uzun etkili antijenik uyarim
saglamayla, yliksek immunolojik degerde brusella asist hazirlanmasi ve

gelistirilmesi amaglanmistir.



GENEL BIiLGILER

Brusellalar, insanlarda ve hayvanlarda kronik bir hastalik olan
bruselloza neden olur’. Bruselloz, temelde bir hayvan hastaligr olup (koyun, keg¢i,
sigir, manda, domuz vs.); bunlarin etleri, siitleri, idrar, gebelik materyali, infekte
siit ile hazirlanan siit tirtinleri araciligt ile insanlara bulagan bir meslek hastaligidir
ve hayvanlarda yavru atimina, siit ve et veriminin diismesine neden olan bir
zoonozdur”®’. Insanlarda infeksiyona yol agtig1 bilinen baslica brusella tiirleri ve

en sik rezervuarlar: sunlardir'® :

TUR REZERVUAR
Brucella melitensis Keci, koyun,sigir
B. abortus Sigir, at

B. suis Domuz, sigir

B. canis Kopek

Diinya genelinde olgularin ¢ogundan en invazif ve patojenik olan
B.melitensis sorumludur. Patojenite yoniinden B.melitensis’i, B.suis ve B.abortus
izler. B.canis ve B.abortus ile insan infeksiyonu ise nadirdir’.

Sayilan tiirlerden baska; ¢6l farelerinden izole edilen B.neotomae,
ko¢ epididimitlerinden sorumlu olan B.ovis ve ren geyiklerinde gdsterilmis olan
B.rangiferi tirleri de bilinmektedir™''"*. Son zamanlarda deniz memelilerinden
izole edilen B.maris ile de laboratuvar bulasi sonucu gelismis bir insan
infeksiyonu bildirilmistir'®. Kural olarak farkli brusella tiirleri belli konaklarda
hastalik yapma egilimindedir. Bununla birlikte, B.melitensis ve B.suis sigirlarda

da bulunabilmektedir. Sigirlar infeksiyondan korunmak ig¢in yaygin olarak



B.abortus asis1 ile asilamirlar, ancak bu a1 B.melitensis infeksiyonuna karst
koruyucu degildir. Brusella bakterileri evcil hayvanlar disinda; yaban domuzu,
yabani geyik, tilki, antilop ve bizon gibi birgok yabani hayvanlarda da
bulunabilir'®.

Hastaligin ilk bilimsel etlidiinti yapan Dr. Bruce’un adina izafeten
genel olarak hastalik “bruselloz” olarak amhbrsa da seyrettigi hayvan tiiriine gore
aynt sekilde de adlandirilabilir. Bang, “abortus bang” veya “sigirlarin bulasict
yavru atma hastali1” olarak bilinen sigir brusellozu diinyanin hemen her yerinde
goriilen zoonotik bir hastaliktir. Malta hummasi olarak da bilinen koyun ve keci
brusellozu ise 6zellikle Akdeniz iilkeleri ve Arap Yarumadast basta olmak tizere
diinyanin giiney ve giineydogu iilkelerinde varligint yaygin olarak siirdiiren en
onemli zoonotik infeksiyonlardan birisidir'.

Tirkiye’de ilk bruselloz vak’ast 1915 yilinda Dr. Kural ve Akalin
tarafindan Kuleli Askeri Hastanesi’nde tedavi edilen bir askerde tespit edilmistir.
Koyunlarda B.melitensis ilk defa Aktan ve Koéylioglu tarafindan 1944 yilinda
Bandirma Merinos Ciftligi’nde saptanmistir'.

Brusellalar, temel olarak retikiiloendotelial sistem hiicrelerinde,
bazen de eklem yerleri ve plasenta gibi hedef organlarda lokalize olan, 0.6 pm
eninde, 1.5 pum boyunda, Gram negatif boyanan, hareketsiz, sporsuz, kapsiilsiiz,
aerob, tek tek ve bazen de ug uca zincirler olusturabilen kokobasillerdir'”'®,
Brusella bakterileri; hiicre i¢inde flirerler ve boylece organizmanmn koruyucu

etkinliklerinden kagnabilirler. Bakteriler, kiiciik olduklarindan molekiiler hareket

nedeni ile yerlerinde titresirler (Brawnien hareket)'®.



Ureme ve Bivokimvasal Ozellikleri

Brusella tiirleri, hiicre i¢inde yasadiklarmndan, beslenme ihtiyaglar
komplekstir. Ozellikle ilk izolasyonlarinda kompleks besiyerlerinin kullanilmasi
gerekir. Serumlu, gliserinli, glukozlu ve yumurtali besiyerlerinde iiretilebilirler.
Baz: tiirler i¢in tiamin, niasin, nikotinik asit, vitaminler ve biotin de gerekebilir.
Triptozlu agar ya da sivi besiyerinde 3 giinde, kan kiiltiirinde ise yaklasik 21
glinde drerler. Organizmadan yeni ayrildiklarinda 30 giintin iizerinde uzun bir
inkiibasyon periyodu gerekebilir. Birgok hayvanin plasenta dokusunda brusellalar
i¢in bir geligme faktorii olan eritritol yapisinda bir madde izole edilmigtir. Bu
durum gebe hayvanlarin brusellaya karsti neden daha duyarli olduklarin
aciklamaktadir. Aerobik olarak tireme gosterirler ancak B.abortus mikroaerofildir
ve B.abortus ve B.ovis ilk izolasyonlari i¢in %10 CO’li ortama ihtiya¢ duyarlar.
Optimal tireme sicaklign 37°C (10-40°C), optimal pH: 6.7-7.4 tiir. Inkiibasyondan
2-3 giin sonra kolonileri gorilebilir. Zengin besiyerlerinde, diizgiin kenarli,
konveks, nemli, parlak (sebnem tanesi) koloniler olustururlar. Kolonileri
hemolizsiz ve pigmentsizdir. B.melitensis ve B.abortus’un bazi tiirlerinin
kolonileri, eski kiiltiirlerde esmer goriinebilir. S seklinde ve mukoid koloni
olusturan suslarda kapsiil gosterilebilir. Pasajlarla ve R koloni sekillerinde bu
kapsiil kaybolur®"*'*1°.

Brusella cinsi bakterilerin identifikasyonu i¢in konvansiyonel
yontemler olan; treme i¢in COjy’e gereksinim duyma, lirecaz ve H;S yapma,

boyalara karst duyarlilik gibi 6zelliklerin saptanmast ve spesifik antiserumlarin



B34 Bu yontemler kullamlarak B.abortus igin 7,

kullamlmasi sézkonusudur
B.melitensis i¢in 3 ve B.suis i¢in 5 biyovar tammlanmistir™'®.

Organik kiikiirtlii bilesikleri par¢alama sonucunda brusellalarin iig
tiirii H,S olustururlar. Ancak bunlar arasinda B.suis en uzun siire (3-5 giin) ve en
fazla miktarda, B.abortus orta siire (2 giin) ve miktarda B.melitensis ise en az siire
(1 giin kadar) ve miktarda kiikiirtli hidrojen yaparlar'g’lg. Oksidaz ve katalaz
testleri brusella cinsi tiim bakterilerde pozitiftir®. Karbohidratlardan asit ya da gaz
yapmamakla birlikte glukozu az miktarda kullanirlar. Siitte hafif alkali reaksiyon

yapar, jelatini eritmez ve indol olusturmazlar. Ayrica nitratlari nitrite cevirirler®.

Metil kirmizisi ve Voges Proskauer testleri negatiftir'®.



Tablo 1. Brusella bakterilerinin karakteristik dzellikleri

8,13,20

Boya maddelerinin bulunmasi

Brusella COye | HyS Ureaz halinde tireme
Biyovar
tipleri ihtiyac | olusturma | olusturma Tiyonin Bazik Fuksin
a b c b c
1 - - D - - + |+ +
B.melitensis | 2 - - D - - + n +
3 - - D - - + |+ +
1 +- + X - - - + +
2 + + X - - . - -
3 +- + X + |+ |+ |+ +
4 +- + X - - - + +
B.abortus 5 - - X - + i + +
6 - -+ X - + |+ |+ +
7 - -+ X - + + + +
8 + - X - 1+ [+ T+ n
9 -+ + X - + 1+ ]+ +
1 - ++ Y + |+ |+ |- -
2 - - Y - + + - -
B.suis
3 - - Y + |+ |+ |+ +
4 - - Y + |+ |+ |+ +
B.canis 1 - - Y + + + - -
B.neotomae | 1 - + Y - - + - -
B.ovis | + - - + n + + T

D: Degisken, a: 1/25.000, b: 1/50.000, ¢: 1/100.000, X: 1-2 saatte, Y: 0-30 dakika




Antijenik Yapi

Gram negatif bakterilerin lipolisakkarit tabakasi hidrofobik lipid A
kismu, kor bolgesi ve 0-zincirinden olusur®'. Brusella cinsi bakterilerden pek ¢ok
dis ve i¢ membran, sitoplazmik ve periplazmik antijenler identifiye edilmis ve
Ozellikleri  saptanmustir.  Klinik  olarak immiinodominant olan antijen,
lipopolisakkarit (LPS)’tir ve pek ¢ok serolojik tani testinin temelini
olusturmaktadir®®. Brusellalarin ve diger Gram negatif bakterilerin smooth (S)
LPS tabakasi yapisal ve serolojik olarak 3 bolgeden olusan kompleks
molekiillerdir. Bu bolgeler lipid A adi verilen glikolipid kisim, kor oligosakkariti
ve O-polisakkarit (OPS) zinciridir®. Ancak brusella tiirlerinde mevecut olan LPS
tabakast diger bakterilerin LPS tabakasindan farkliik gosterdiginden “klasik
olmayan LPS” adim alir. B.abortus’un lipid A bélgesi glukozamin yerine
diaminoglukoz kuyrugu igerir, a¢il gruplar1 daha uzundur ve kor oligosakkarit
kismmna ester ve amid baglan yerine sadece amid baglariyla baglanr.
Brusellalarin bu “klasik olamayan LPS” vapilann E.coli ve diger enterik
bakterilerin LPS yapist ile kiyaslandiginda yiizlerce kez daha az toksiktir.
Brusellalarin bu diisiik endotoksin aktivitesi Bartonella ve Legionella gibi diger
hiicre i¢i bakterilerle ortaktir ve hiicre i¢inde yasama adapte olmak amaciyla
gelismis oldugu diistiniilmektedir®'.

Brusella tiirleri, major ylizey antijeni olarak hangi tip LPS
icerdigine bagli olarak S (S-LPS) ya da R (R-LPS) tipi koloniler olustururlar,
B.ovis ve B.canis R-LPS icerirken B.abortus, B.melitensis, B.neotomae ve B.suis

S-LPS igerirler. S-LPS ve S-LPS’in O zinciri, S koloni yapan brusellarda bulunan



en giiclii antijenik yapidir'®. S-LPS igeren brusella tiirlerinde, A ve M olmak
uizere 2 farkli tip O-zinciri bulunmaktadir. Her iki tip O-zinciri de 4,6-dideoksi-4-
formamido-d-mannopiranoz homopolimeridir. Farkli olarak seker molekiilleri A-

3. A antijeni

zincirinde 2-1 bagi yaparken, M-zincirinde 3-1 bagi yaparlar'
B.abortus’da, M antijeni ise B.melitensis’de baskin olan somatik antijenlerdir. Bu
suretle agliitinin absorbsiyon testleri kullanilarak B.melitensis’i digerlerinden
serolojik olarak ayirmak olanakli oldugu halde B.abortus ile B.suis’i birbirinden
ayirmak olanaksizdir. Daha ¢ok B.abortus suglarinda bulunmus olan L yiizeyel
antijjeni ise ilk izolasyonda mevcut olup bakterilerin bagisik serumlarla
agliitinasyonuna engel olmakta ancak 100°C’de yarim saat 1sitildiktan sonra
ortadan kalkmaktadir®.

Brusella cinsine ait LPS; 4-amino, 4.6 dideoksimannoz
icermektedir ve bu yap1 nedeniyle E.coli O116, E.coli O157, Francisella
tularensis, Salmonella O30, Stenotrophomonas maltophilia, Vibrio cholera Ol ve
Yersinia enterocolitica O9 LPS’leri ile ¢apraz antijenite gosterir. S-LPS’in bir
viriilans faktorii oldugu distiniilmektedir; B.melitensis’in transpozonlariyla ilgili
bir ¢aligmada, LPS’in O yan zincirini ekspresse etmeyen bir mutant identifiye
edilmistir. Bu transpozon, E.coli O157:H7 ve Vibrio cholera Ol’in perozamin
sentetaz genleri ile belirgin homoloji gosterir. Mutant organizmalar farelerde
yasamim siirdliremez iken sigir makrofajlar igerisinde etkilenmemektedirler;
organizmalarin invivo olarak yasamunt siirdiirmelerinde LPS’in O yan zincirinin
olas1 rolii bulundugu diisiiniilmektedir®.

Patojenik bakterilerdeki proteinlerin karakterizasyonu, bakteri ve

konak arasinda birgok iliskiyi anlamak ve infeksiyon sirasinda ortaya ¢ikan sivisal
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ve hiicresel bagisik yaniti aragtirmak agisindan Snemlidir. Bununla birlikte,
proteinler, bakteriyel infeksiyonlarin serolojik tamisinda antijen olarak ve
kemoterapdtik ajanlarn  ve ilaglarin  tasarlanmasinda hedef olarak da
kullanililar''.

Brusella dig membrant; molekil agirliklar 25-27kDa, 31-34kDa ve
36-38kDa olan ve isimleri sirasiyla OMP2S5, OMP31 ve OMP2b olan 3 major
protein igerir. Daha sonra tamimlanan ve mindr dis membran proteinleri olarak
bilinen proteinler ise sirastyla; 10, 16.5, 19 ve 89-kDa agirhigindadir. OMP16
birgok Gram negatif bakteride varken, OMP10 ve OMP19’un homologlar bagka

. . o . o s 1
bakterilerde heniiz gasterilmemistir™'*'72324,

Patogenez ve Klinik Buleular

Brusellalarin viicuda giris kapist agiz, konjunktiva, solunum yolu
ya da deri olabilir”. Girdigi yerde iireyen bakteriler, lenf kanallarini izleyerek
bolgesel lenf bezlerine gider ve yerlesirler. Bolgesel lenf bezlerinden ductus
thorasicus yoluyla kana karigarak bakterivemi meydana getirirler ve
retikiiloendotelial ~ sisteme  tropizm  gOstererck  organlara  yayilirlar.
Retikiiloendotelial sisteme, yani lenf diigiimleri, karaciger, dalak ve kemik iligine
yerlesir. Brusellalar bu organlarda apselesebilen graniilomatdz nodiiller yaparlar
ve hiicre i¢i yerlesim gosterirler. Bir¢ok organizma makrofajlar tarafindan
oldiirtiliirse de bazilan bu hiicrelerin i¢inde hayatta kalir ve bdylece antikorlardan
korunmus olur. Konak yamiti, fokal apse ve kazeinlesmeye kadar ilerleyebilen

lenfositler ve epiteloid dev hiicreler igeren grantilomlardir. Olaya endotoksinin
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katilmas1 hari¢ tutulursa bu organizmalarin kullandigs fizyopatolojik mekanizma
iyi tammlanamamustir; yani endotoksinin dis pargasindan O  antijen
polisakkaritleri kayboldugunda organizma viriilansim yitirir'*=>.

Brusellozun  komplikasyonlarinda  olusan  steril  apselerin,
infeksiyonun viicutta yapmis oldugu allerjiden ve otolizden ileri geldigi
bildirilmistir. Nekropside gozle goriilebilen dnemli bir doku degisimi bulunamaz.
Dalak biiytimiis kanli ve yumusaktir. Karacigerde ayni bulgular nadirdir.
Kemiklerde, ozellikle lomber vertebralarda cerahatli lezyonlar goriilir. Bazi
kronik hastalarda, lenf nodiillerinde hodgkin hastaligina benzeyen histopatolojik
degisimler goze carpar. Oliimle sonuclanan melitensis brusellozunda endokardit
ve menenjite ait patolojik bulgulara da rastlanabilir®.

Kulucka siiresi 1-3 hafta arasinda degisirse de bazen 6-7 haftayi
bulmaktadir. 1-3 hafta stiren inkiibasyon déneminden sonra influenzaya benzeyen
ozgiil olmayan belirtiler ortaya ¢ikar. Ates yiikselmesi bazen titreme ile olur.
Hastahk gece terlemeleri, bitkinlik, daha ¢ok diz, bel ve dirsek gibi biiyiik
eklemlerde agrilar ve kilo kaybu ile kendini belli eder. Her hasta degisebilen farkh
klinik tablolar gosterebilir. Siklikla lenf diigiimleri, karaciger ve dalakta biiyiime
olur. Brusellozda klinik sendromlar sorumlu olan tiire gére degisir. B.melitensis
en patojenik ve en agir semptomlara, en biiyiik doku hasarina neden olan tiirdiir.
B.melitensis infeksiyonlari, daha siddetli ve uzun siireli olma egilimindedir. Ates,
Ozellikle B.melitensis infeksiyonlarinda 10-15 giin 38-39°C’tir. Bazen daha
yiiksege ¢ikar ve sonra basamak basamak inip 2 hafta i¢inde normale doner. 3-5
bazen 10 gilinliik atessiz bir devreden sonra yeni bir dalga seklinde tekrarlar

(ondiilan ates). Ondiilan ates hastalarin ¢ok azinda goriiliir. Hasta atessiz
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dénemlerde kendini iyi hisseder. Klinik olarak; subklinik, akut, subakut ve kronik
bir seyir saptanir. Genellikle B.melitensis ile olusan infeksiyonlarda hastalar
sabahlart uyandiklarinda kendilerini ding hissederken 1-2 saat sonra yorgun ve
bitkin hisseder. Romatizmal tabloyu ¢ok taklit eder®?>%¢.

Hastalik bir yildan uzun stirdiigi taktirde hastaligin kroniklegtigi
kabul edilir. Kronik bruselloz 4 sekilde ortaya ¢ikabilir:

1. Hastalik sinsi seyir gosterebilir.

2. Akut hastaligi izleyerek tekrarlayan niiks ataklari olabilir.
3. Hastalik lokalize organ tutulmalari gosterebilir.

4. Hastalik antimikrobik tedaviye yanitsiz olabilir.

Brusellozda; merkezi sinir sistemi tutulmasi %2-5, endokart
tutulumu %84, iirogenital yerlesme %2-20, karaciger tutulumu %15-25, deri
belirtileri %35, oraninda gelisebilmektedir. Ayrica g6z tutulumu sonucu
oftalmitler, keratit, retinopati ve tiveit gelisebilir. En sik rastlanan komplikasyonu

8.25.21 Omurganin osteoartikiiler tutulumu brusellozun yaygin

osteomyelittir
komplikasyonudur ve en fazla tutulum omurgada gérﬁlﬁr”. Norobruselloz nadir
bir (%5’ten daha az) komplikasyondur ve ndrobrusellozun en sik goriilen klinik

tormlart menenjit ve myelittir®**,

Brusella Infeksivonuna Karst insan Bagisik Yaniti

Brusellanin bir¢ok antijenine karst insanda olusan bafisik yanit
hem sivisal hem de hiicresel bagisik yanmiti kapsadigindan olduk¢a komplekstir.

Bircok durumda bu kompleks bagisik yanit bakteriyel infeksiyonu yok etmek ya
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da simrlamak agisindan basarili olsa da bazen virulan bakteri, bagisik yamti
atlatarak fokal ya da kronik infeksiyonlara neden olabilmektedir. Brusella
infeksiyonuna karsi olusan bagisik reaksiyonlar; infeksiyonunun gelisimi ve ¢ok
degisik klinik tablolarin olusmasi bakimindan olduk¢a dnemlidir. Bu nedenle son
yillarda yapilan ¢alismalarda brusella bagisik yanmti incelenirken genellikle klinik

tabloyla korele olup olmadigina dikkat edilmektedir®®.

A. Hiicresel Bagisiklik

Bagisik sistemin uyarilmig T lenfositleri tarafindan organizmaya
kazandirilan ve antikordan bagimsiz olan bagisik cevabi tanimlamak igin hiicresel

bagisiklik terimi kullantlir®".

a. T Hiicreleri

Immatiir T hiicrelerinin proliferasyonu ve farklilagmast timusta
olmakta ve hiicre yiizeyinde birgok reseptdr kazanmaktadirlar’'. T lenfositlerin
temel gostergesi, hiicre membraninda bulunan T hiicre reseptorii (TCR)’diir3 T
hiicreleri, ylizey zar antijenleri ve ¢esitli islevlerine gore farkli alt gruplara
ayrilmigtir. Bagisik yanitin diizenlenmesinde etkili olan T hiicrelerinin bir grubuna
diizenleyici T lenfositleri, diger grubuna ise eylemci (effector) T lenfositleri
denilmektedir. Diizenleyici T lenfositleri, yardimci T lenfositleri (Th) ve
baskilayict T lenfositleri (Ts) olarak ikiye ayrilirlar. Eylemci T lenfositleri de

hedef hiicreyi oldiiren veya hiicreye zarar veren hiicre olarak, sitotoksik (Tc)
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lenfositleri adini alirlar. Eylemci T lenfositleri i¢inde, deride ge¢ tip asiri
duyarlilik reaksiyonu meydana getiren T hiicreleri (Tpr) ayr bir glruptur33 .

Dendritik hiicrelerinin aktivasyonundan sonra naiv T hiicreleri
(Thy) eylemci ve hafiza T hiicrelerine farkhilasirlar. Th; hiicreleri, IFN-y ve p
kemokinleri, Thy ve Tc, hiicreleri IL-4 ve IL-5 salgllarlar34. Th hiicreleri B
hiicrelerine de antikor yapiminda yardim eder; timusa bagiml antijenlerin uyarimi
karsisinda B lenfositlerine yardim ederek, onlarin plazma hiicrelerine
doniigmelerini ve antikor sentezlemelerini saglarlar®'. Olusan antikorun hangi
siif oldugunun belirlenmesinde T-B hiicre etkilesiminde hangi T hiicrelerinin
yardimei oldugu ve hangi sitokinlerin salindigt 6nemlidir. IFN-y sentezleyen Th;
hiicreleri IgG,’nin, [L-4 sentezleyen Th,’lerin ise IgG; ve IgE’ nin baskin olmasina
neden olur’. In-vitro olarak insan hiicrelerine ya da in-vivo olarak farelere
brusella verilmesini takiben CD4+ ve CDS8+ hiicrelerin [FN-y sentezledigi
gosterilmistir. Insan hiicre kiiltiirlerinde, reverse transkripsiyon polimeraz zincir
reaksiyonu (RT-PZR) ile tespit edildigine gore IFN-y, 6 saat sonra olugur ve 18
saatte maksimuma ulasir. Benzer sonuglar brusella enjeksiyonunu takiben
farelerin dalak hiicrelerinde de saptanmistir. Farelerde, IFN-y mRNA’ya ek olarak
enflamatuvar cevap iizerinde negatif geri doniisim etkisi olan IL-10 mRNA
olustugu da gosterilmistir**,

Deney hayvanlariyla yapilan ¢alismalar, B.abortus’un bir adjuvan
olarak Th, hafiza hiicrelerinin olugmasim sagladigim gostermistir’®. B.abortus’a
karsi konak bagisik yaniti primer olarak Th hiicreleri ile kontrol edilir. B.abortus,

konagin antijen sunucu hiicrelerini IL.-2 salinimi y6niinde uyarir. Bu uyart Thg
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lenfositlerin Th; lenfositlerine déntsiimiine neden olur. Th; hiicreleri IFN-y
salimmnt tetikler ve IFN-y da makrofaj 6ldiirme mekanizmalarin regiile eder™.

Tc hiicreleri, yabanct hiicrelerin yikiminda gérev alir. Tc hiicreleri
MHC Smmif I molekiilleriyle sunulan yabanci antijeni tanir. Hedef hiicre ile Tc
hiicrelerinin kontag lizis ile sonuglanir. Bu kontak; TCR:Ag-MHC kompleksi ile
baglatitir. Hedef hiicre ile kargilasildiginda, T hiicrelerindeki graniiller, karsilasma
noktasina birakilir ve graniillerin igerigi bosalir. Bu graniiller perforin
monomerleri igerir ve bu monomerler hedef hiicrenin membranina girerek
polimerize olur ve membranda bir por olusturur. Bdylece hiicresel komponentler
disar1 ¢ikar ve hedef hiicre Oliir. Makrofajlarla meydana gelen 6liimden farkli
olarak T hiicreleri ile liziste yabanci antijeni tasiyan hedef hiicrenin disindaki
komsu hiicrelerin 6liimii ¢ok diisitk oranlarda gerceklesir’>.

Tc hiicreleri IFN-y salgilayarak B.abortus ile makrofajlar oldiriir

ve bu da brusella enfeksiyonu i¢in kritik bir yamttr®>,

b. Dogal Katil (NK) hiicreler

Katil hiicreler; Tc hiicrelerden farklilasan bir bagka lenfosit
smufidir. Dogal katil (NK) hiicreleri T hiicresi ya da B hiicresi degildir. Sayilari
artmaz ya da stimiilasyonun ardindan hafiza hiicrelerine déniismezler. Bununla
birlikte NK hiicreleri, yabanci hiicreyi oldiirmeleri bakimindan T hiicrelerine
benzerler. Ornegin NK hiicreleri de lizis igin perforini kullanir. Bununla birlikte,
NK hiicreleri spesifik bir antijenle uyarima gerek olmadan da lizis yapabilme

ozelligiyle Tc hiicrelerinden ayrilir. NK hiicreleri, yabanci antijenle temas
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olmadan malign hiicreler ve virusla infekte hiicreleri in-vitro olarak yok edebilme
yetene@indedir. NK hiicreleri normal hiicreleri ve onlarin Sinif 1 proteinlerini
ozgil bir seri Simf I reseptorii ile tanir. Bu reseptdre baglanma gerceklestiginde
litik mekanizma durur ancak baglanma olmadifinda litik mekanizma aktif
durumdadir ve NK hiicreleri hedef hiicreyi lizise ugratir®”.

Brusella, antijen sunucu hiicrelerin (ASH) IL-12 salgilamasini
saglayarak NK hiicrelerini aktive edebilir. IL-12, NK hiicrelerini uyararak katil
hiicreler haline gelmesini ve IFN-y sentezlemesini saglar. IFN-y sentezi ise Th; ya
da Te; cevabinin olusmasinda dnemli bir rol oynar®*.

NK  hiicreleri, IFN-y sentezleyebilmelerinden ve hedef hiicreyi
oldiirebilmelerinden  dolayi, hiicre i¢i bakterilerle olusan infeksiyonlarin
kontroliinde 6nemli bir rol oynarlar. Bu nedenle NK hiicrelerinin brusella
infeksiyonunda da &nemli bir role sahip oldugu diisiiniilmektedir. Bununla
birlikte, in-vivo olarak, farelerde NK hiicrelerinin uzaklastirilmas: farenin brusella
infeksiyonuna karst olan miicadelesini degistirmemektedir. Bu, NK hiicrelerinin
brusella infeksiyonundan korunmada énemli olmadigim gdstermez ancak NK

hiicrelerinin yoklugunda bile baska bagisik sistem mekanizmalarin bu olayda roli

oldugunu diistindiirir*.

¢. Antijen Sunucu Hiicreler (ASH)

Makrofajlar ve dendritik hiicrelerin iginde oldugu ASH’ler, NK
hiicreleriyle birlikte mikroorganizmalara karsi olan bagisik cevapta en erken

hiicrelerdir. Deri alti ve mukozal bolgelerde yerlesmislerdir. Bakterilerin hiicre
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duvarinda bulunan lipopolisakkarit, Toll-benzeri reseptorler ile ASH’ler
tarafindan tanmmr.  ASH’ler hiicreye baglanma, hiicrenin aktivasyonu ve
bakterinin internalizasyonu ile sonlanir. Bu, TNF-a, IL-1§ ve IL-6 gibi
sitokinlerin salinmasi ve bunlarin da tekrar ASH’leri aktive etmesi ile sonuglanir.
Fagosite edilmis bakteri ve apoptotik hiicreler, ASH’ler tarafindan islemden
gecirilerek peptid olusumu gergeklestirilir ve bu peptidler yeni sentezlenen MHC
Sinif I ve MHC Simif IT molekiillerinde bulunan uygun bélgelere yerleserek hiicre
ylzeyine ulagirlar. Fagositoz ve aktivasyonu takiben ASH, MHC ve kostimiilator
molekiilleri (B7.1/2) regiile eder ve periferden lenfoid organlara gog¢ eder.
Burada, MHC-peptid kompleksi aracilifiyla T hiicrelerini stimiile eder ve bu da
T-hiicre reseptorii  (TCR) ve T hiicrelerinin yiizeyinde CD28 stimiilasyonunu
saglayan B7.1/2 gibi kostimiilator molekiilleri tetikler™*.

In-vitro  calismalar  géstermektedir  ki;  B.abortus insan
monositlerini  proinflamatuvar sitokin sekresyonu (INF-a, IL-1B ve IL-6)
agisindan indiiklemektedir. Bu 6zellik B.abortus’tan elde edilen lipopolisakkarit
ile replike edilebilmektedir. Ilging olarak, Brucella abortus lipopolisakkariti bu
sitokinleri saglamak agisindan E.coli lipopolisakkaritine kiyasla daha az potenttir.
Bu sitokinler ASH’lerin stimiilasyonunda otokrin bir rol oynarlar*.

Infeksiyonu takiben ASH’lerin &zellikle de dendritik hiicrelerin
aktivasyonu IL-12 salimi ile sonuglanir. I.-12; antijen spesifik effektor hiicrelere
farklilasan NK hiicrelerinin, T ve B lenfositlerin aktivasyonu ve farklilasmasinda
cok dnemli bir rol oynar. Diger hiicre i¢i patojenlere benzer olarak B.abortus, IL-
12 pA0mRNA ve IL-12 p40 proteininin insan monositlerinden salimimint indiikler.

Bu etki, antiCD14 antikorlar1 ile bloke edilir.  Monositlerden salgilanan
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sekresyonlarda tespit edilen IL-12 p40, muhtemelen fonksiyonel 1L-12 gibi is
gormekte ve NK hiicrelerini katil hiicreler sekline donustiiriip insan T hiicrelerini
IFN-y sentezlemek lizere uyarmaktadir. B.abortus’un IL-12 sentezini saglamast;
Thy hiicrelerinin Th; effektér ve hafiza hiicrelerine doniistimiinii saglamaktadir*®.

Buna ek olarak B.abortus, B7.1/2°nin insan monositlerindeki
yeniden regiilasyonuna neden olmaktadir. Bu etki B7.1 iizerinde B7.2°ye oranla
daha fazladir. Bu 2 molekil T hiicre yiizeyinde CD28 ile etkilesime girer. Bu yol,
MHC-peptid sinyali ile T hiicrelerinin TCR’lere doéniisiimiinii saglayan ASH’lerin
de etkisiyle birlikte T hiicrelerinin aktivasyonunda kritik bir rol oynar>*.

B.abortus aym zamanda insan monositlerinde [CAM-1
ekspresyonunu da upregiile eder. Bu molekiil, ASH ile T hiicresinin adheransint
kolaylagtirmakta ve ASH ye T hiicresini aktive ederken kolaylik saglamaktadlr3 .

Farelerde Brucella abortus enjeksiyonunu takiben T hiicreleri ve
ASH’lerin de dahil oldugu non-T hiicrelerde B7.1/2 ekspresyonu artmaktadir.
Insandakinin aksine farede B7.2, B7.1 molekiilinden daha fazla eksprese edilir.
Non-T hiicrelerinde bu ekspresyon 24 saat i¢inde gergeklesirken T hiicrelerinde
bu siire 48 saattir. Insanlarda oldugu gibi farelerde de ASH lerde B7.1/2
ekspresyonu T hiicreleri igin ikinci bir sinyal 6zelligi tasir. Bununla birlikte,
B7.2’nin T hiicreleri iizerindeki rolii tam olarak bilinmemektedir. T hiicresi
tizerindeki B7.2 molekiiliiniin diger T hiicreleri {izerindeki CTLA-4 ile etkileserek
bu T hiicrelerine negatif bir sinyal génderdigi varsayilmaktadir. Bu, B.abortus’un
IFN-y’dan bagimsiz olarak Th; farklilasmasint siiprese etmesi ile iligkili olabilir’*.

Is1 ile inaktive olmus B.abortus’un bagisik cevaba neden olmasi

degisik zamanlarda alman dalak kisimlarimin immunohistokimyasal yontemlerle
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in-vivo olarak calistmigtir. Fareye B.abortus enjekte edildikten sonra, dendritik
hiicrelerin “kirmuzi  pulpa”dan IL-12 salgiladiklann T hiicre bélgesine (“beyaz
pulpa™) go¢ ettikleri gdzlenmistir. Bu IL-12 sentezi Uglincii saatte baslar, altinci
saatte optimaldir ve 24 saat sonra kaybolur. [L-10 sentezi yapamayan farelerde
IL-12 sekresyonunun daha fazla olmasi ve daha uzun siireli olmast, IL-IQ’un IL-
12 i¢in negatif geri déniisiim etkisi oldugunu diisiindiiriir. Bu durum, daha once
bildirilmis olan; farelerde B.aborfus enjeksiyonunu takiben dalakta IL-10
mRNA’nmn arttifi ve B.abortus ile infekte farelerde IL-10 eksikliginde yeterli
cevabin olusamadigim 6ne siiren fikir ile de uyumludur”.

Brusellanin viicutta canlt olarak kalip kronik infeksiyona neden
olmasi, makrofajlara fagolizozomal fiizyon ile ulasmak ve burada kalabilmesi ile
ilgilidir. Buna ek olarak B.suis’in infekte hiicrede apoptozisi inhibe ettigi de
gosterilmistir. Bununla birlikte, makrofajlarin aktivasyonu stiperoksit anyon ve
hidrojen peroksit ile bakterinin dldiirtilmesine katkida bulunur. Makrofajlar, [L-1§
ve GM-CSF ile aktive edilirler. Th; sitokini olan IFN-y makrofaj aktivasyonunda
ve in-vivo ve in-vitro olarak Brusella infeksiyonunda 6nemii bir rol oynar. Bunun
aksine, Th, sitokini olan IL-10 ise makrofaj fonksiyonunu baskilayabilir ve
infeksiyonun etkisini artirabilir. Bu nedenle, Th, bakimindan baskin olan BALB/c
fareleri Brusella infeksiyonuna daha dayaniksizken, Thl bakimindan baskin olan
C57BL/10 fareleri Brusella infeksiyonuna daha direnglidir**.

Makrofajlar, hem hiicresel bagisik yanitta hem de sivisal bagisik
yanitta antijen sunucu hiicre olarak gorev alir. Makrofajlar, antijene baglanir ve
antijeni T hiicrelerine sunar. Bununla birlikte makrofajlar aym zamanda T

hiicreleri tarafinda stimiile edilerek yabanct hiicreyi o6ldiirme yetenegine de
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sahiptir. Aktive olmus bu makrofajlarin en 6nemli 6zelligi normal ¢ogalmasini
slirdliren hiicre i¢i bakterileri oldiirmesidir. Bazi bakteriler makrofajlar i¢inde
normal ¢ogalmasini devam ettirerek varliklarim siirdiirebilmektedirler ve
bakterilerin  ¢ogu  makrofajlarin  bu  ozelligi  sayesinde  oldiiriiliip
sindirilebilmektedir. = Makrofajlarda  ¢ogalabilen  bakteriler igerisinde;
Mycobacterium tuberculosis, M.leprae, Listeria monocytogenesis ve Brusella
tiirleri yer almaktadir. M.tuberculosis ile uygun dozda infekte edilen hayvanlar T
hiicre ile meydana gelen bagigik yanit sayesinde bu infeksiyonun iistesinden
gelebilmektedir. Bu T hiicreleri delayed-type (Td) T hiicreleridir. ilging olarak bu
hayvanlar Listeria gibi ilgisiz mikroorganizmalart da fagosite edip
oldiirebilmektedir’”.

Makrofajlar sadece yabanci patojenlerine degil aymi zamanda
yabanci memeli hiicrelerine de zarar verebilmektedir. Bu durum, transplantasyon
immunolojisinde en onemli problemdir. Aymi zamanda makrofajlar bazi
durumlarda ttimér hiicrelerine de zarar vermektedir ¢iinkii tiimér hiicreleri bazen
normal hiicrelerde bulunmayan antijenlere sahip olabilirler®%.

[k kez organizmaya giren antijen, antijen sunucu makrofajlarda
hazirlandiktan sonra, makrofajlarin MHC sinif 11 reseptorleriyle Th lenfositlerinde
bulunan CD4/TRC/CD3 kompleks reseptérlerine baglanarak antijeni lenfositlere
sunmakta ve IL-1 salgilayarak Th lenfositlerini uyarmaktadir. Uyarilan bu T
lenfositleri, lenf duiglimlerinin parakortikal bolgesinde farklilasmakta ve IL-2
salgilamaktadir. Bu lenfokin, antijene &zgiil lenfositlerin  ¢ogalmalarin
hizlandirmakta ve uzun émirlii bellek T lenfositleri ile effektor Tc lenfositlerini

olusturmaktadir. Ayn1 zamanda IFN-y ile birlikte makrofajlarin aktivasyonunu da
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saglayarak antikora bagimli veya bagimsiz fagositozu hizlandirmaktadir. Aym
antijenle ikinci kez karsilasan konakta, hiicresel bagisik cevap reaksiyonlari ortaya
cikmaktadir. Antijen tarafindan uyanlan Th lenfositleri, antikor sentezinin
baslatilmasi igin, B lenfositlerin plazma hiicrelerine farklilasmasina da yardimes
olmaktadir’'.

Diizenleyici lenfositler, Th ve Ts lenfositlerdir. Th lenfositleri
timusa bagimli antijenlerin uyarimiyla hiicresel ve hiimoral bagisik cevabi
baglatan lenfositlerdir. Ts lenfositleri, B lenfositler ile Th lenfositlerinin
aktivitelerini diizenlemektedir. Immun cevabmn diizenli calismast Th ve Ts
lenfositlerin arasindaki geri déniigiim mekanizmasinin iyi ¢alismasina baghdir.
Makrofaj tarafindan hazirlanan antijen Th lenfositlerine sunulduktan sonra
uyarilan bu lenfositler, Tc ve B lenfositlerini fonksiyonel hale getirmektedir®'.
Sirkiilasyondaki Ts lenfositlerinin Th lenfositlerine orani 1.86°dir. Bu oran Ts
lenfosit lehine artarsa kazanilmis bagisik yetmezlik sendromuna (Acquired immun
deficiency syndrome=AIDS), Th lehine artarsa otoimmun hastaliklarina yol
acmaktadir. Eylemciler ise Tc lenfositlerdir. Bu grup i¢inde Tdh (delayed type
hypersensitivity) hiicreleri olarak bilinen, deride geg tip asirt duyarlilik reaksiyonu
olusturan lenfositler de bulunmaktadir®.

Hiicresel bagisik cevabin etkinlikleri, hiicreye bagimli veya
antikora bagimli sitotoksisite ile hedef hiicreyi 6ldiirme seklindedir. Hiicreye
bagimli sitotoksisitede effektor Tc, K ve NK hiicreleri, hedef hiicreye degisik
yollardan yapigmaktadir. Tc lenfositleri, hedef hiicrelerdeki MHC Simif 1 antijeni
ile birlesmis antijen reseptériine, kendi MHC Sinif 1 reseptorii ile baglanmaktadir.

K hiicreleri ylizeyinde IgG Fc molekiilii tasiyan hiicrelere karsi sitotoksik etki
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yapmaktadir. Hedef hiicrelerin antijenik reseptorleriyle Fab kismu baglanms
IgG’nin Fc¢ kismi, K hiicresinde bulunan IgG Fc reseptoriine baglanarak hedef
hiicre ile K hiicresi iliski kurmaktadir. Hedef hiicrenin Fc molekiiliine baglanan K
hiicresi, bu hiicre tlizerinde sitotoksik etki gostermesi igin, hedef hiicre
ylizeyindeki antijenlere karsi 6zgiil bir antikorun Fab kismuyla baglanmasi
gerekmektedir. Bu nedenle bu hiicrenin etkisine, antikora bagimli hiicresel
sitotoksik etki denilmektedir. NK hiicreleri, virusla infekte veya neoplastik
hticrelerde olusan antijenik determinantlara baglanarak, sitotoksik mekanizma ile
bu hiicreleri Sldiirmektedir®’.

Lenfositlerin  salgiladiklar1 kemotaktik faktorler makrofaj ve
Iokositlerin olay yerine goglerini, IFN-y ise bu hiicrelerin fagositoz hizint
artirmaktadir. Ayrica antikorlarin Fc kismiyla makrofajlarin Fc reseptorlerine
baglanmasi, buna komplemanin C3b ve C5b parcalarinin eklenmesiyle aktive olan
makrofajlarin antijene 6zgiil fagositozu hizlanmaktadir. Tc lenfositlerinin hedef
hiicrelere baglanmalari, antijene uygun olusan reseptorler ve hedef hiicrelerdeki
MHC Siuf I antijenlerine karsi tasidiklart CDS8 reseptorleri araciligiyla
olmaktadir. Baglanmay1 takiben hedef hiicre erimektedir. Tc ve Tdh hiicrelerinin
direkt temasi ile ve lenfokinlerin salgilanmasiyla hiicrelerde erime olmaktadir.
Hiicre i¢i paraziti olabilen mikroorganizmalar, makrofajlar tarafindan fagosite
edildikten sonra yasamaya devam edebilmektedirler. Boylece aktif 6zgiil bir
bagisik cevap gelisebildigi gibi aktive olan makrofajlar hiicre i¢i infeksiyonu
yapan diger mikroorganizmalara karsi etkin kalmaktadir. Tiiberkiiloza kargt tekrar

uyarilan konak listeria infeksiyonlarina karsi da direngli olmaktadir®".



223

Effektor Tc lenfositleri, hiicrei¢i paraziti olabilen tiiberkiiloz,
brusella, listeria gibi bakterilerin, biitiin viruslarin, bazi mantar, protozoa ve
helmintlerin infeksiyonlarina, tiimér dokusuna ve doku transplantasyonunda
grafta karsi hiicresel bagisik cevap firiinleridir. Brusella, tularemi, salmonella
basilleri ile Treponema pallidium gibi spiroketlerin, pox viruslan, su ¢icegi
virusu, herpeks simpleks, Epstein Barr virus, Sitomegalo virus, kizamik,
kizamikgik gibi viruslarin; Cryptococcus neoformans, Histoplasma capsulatum,
Coccidioides immitis ve Candida albicans gibi mantarlarin infeksiyonlarinda
hiicresel bagisik cevap etkin rol oynamaktadir. Ayrica protozoal infeksiyon
etkenlerine karsi genellikle hiicresel bagisik cevap ¢ikmaktadir.  Deri
leishmaniasisinde hiicresel bagisik cevabin olusmasi daha kuvvetlidir. Hiicresel
bagisik cevabin bozuldugu durumlarda Toxoplasma gondii, Pneumocystis carinii
infeksiyonlarina siklikla rastlanmaktadir. Lokositler IFNa ve fibroblastlar IFNf
salgilamaktadir. Lenfokinlerin makrofajlari aktive etmesi ve IFNa ile IFNB nin
viruslarin hiicre igine girmesini dnlemesi hiicresel bagisikligr aktif tutmaktadir.
Immun sistemin aktivasyonunu saglamak igin bazi timdr olgularinin
immunoterapisinde BCG’den yararlamilmaktadir®".

Effektor Tc lenfositleri, hiicresel ge¢ tip asiriduyarlilik
reaksiyonlarinda da sorumlu hiicrelerdir. Hiicresel ge¢ tip asiriduyarlilik
reaksiyonu ile hiicresel bagisik cevap ¢ogu zaman birlikte olusmaktadir.
Tiiberkiilin (PPD) testi kisinin tiiberkiiloz basiliyle temas edip etmedigini anlamak
icin uygulanan geg tip bir asir1 duyarlilik testidir’”.

B.abortus’a kars1 olusan bagisik yanmit; antijene spesifik T hiicre

aktivasyonunu, CD4+ ve CD8+ T hiicrelerini ve sivisal yamti igerir. Bir
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infeksiyon sirasinda B.abortus esas olarak hiicre iligkilidir ve infekte hiicreler ya
bakteriyi 6ldiirecek ya da kendileri Slecektir bu nedenle B.abortus’un ortamdan
uzaklastirilmast i¢in antikorlarla yiritilen baska mekanizmalara da ihtiyag
duyulur®*. Mikroorganizmanin yiizeyinde bulunan molekiiler paternler ilk olarak
ASH’yi sinyalleriyle uyaracak olan Toll like reseptorler tarafindan taninirlar. Toll
like reseptorler ASH’yi uyarir ve bakterinin fagositozunu kolaylagtirirlar. Bu
baslangi¢ reaksiyonlar, antijen ya da organizmaya spesifik degildir. NK hiicreleri
mikroorganizmalara karsi olusan cevabin bu erken sathasinda anahtar bir rol
oynarlar. Hiicre i¢ine alinan bakteri olduriliir ve bakteriyel peptidler ASH ve
bununla iliskili olarak da MHC Classl ve MHC Classll molekiillerinin yiizeyinde
eksprese edilmesiyle sonuglanir. T hiicreleri bu peptid-MHC komplekslerini
spesifik reseptérleriyle tanirlar (CD4+ peptid-classIl molekiil kompleksini, CD8+
peptid classl komplel<sini)34. ASH’ler genellikle, optimal T aktivasyonu igin
gerekli olan iki sinyal hazirlar. Bunlardan biri TCR/MHC-peptid iizerinden
aktarilir, digeri ise kostimiilator molekiiller tarafindan (ASH (izerinde B7.1/B7.2
ve T hiicreleri lizerinde CD28) diizenlenir. Aktive T hiicreleri ayn1 zamanda ASH
hiicreleri lizerinde bulunan CD40 ile T hiicresinde bulunan CD40 reseptorii
araciligiyla ve ayrica IFN-y sekresyonuyla ASH’leri aktive eder**.

CD4+ T hiicrelerinin aktivasyonu, bu hiicrelerin effektor hiicrelere
ve hafiza hiicrelerine doniisiimiinii ile sonuglanabilir. Sitokin sekresyonlar ise bu
T hiicreler araciliiyla olur. Thl hiicreleri; IL-2 ve IFN-y, Th2 hiicreleri ise IL-4
ve IL-5 salgilar. Sunulan antijenin 6zelligine bagh olarak bu hiicrelerden Thl mi
yoksa Th2’nin mi daha baskin olacagi belirlenir. CD4+ hiicrelerden salgilanan

sitokinler CD8+ hiicrelerin ve B hiicrelerinin effektor hiicrelere; sitotoksik T
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hiicreleri ve antikor olusturan hiicrelere degisimine yardimeir olur. Bununla
birlikte B hiicreleri T hiicrelerinin yiizeyinde bulunan CD40 reseptorii ile
uyarilirlar. CD40 reseptdr uyarinu ve sitokinler birlikte IgM antikorlarimin diger
Ig simifi molekiillere ve IgG subclass’larina doniisiimiinde olay1 baslatmak
acisindan onemlidirler. Bazi IgG subtiplerinin; 6rnegin farelerde IgG2a’nin ve
insanlarda IgG3’tin, hiicre igi bakterilere cevapta sivisal olarak diizenlenmesi
tercih edilir. Ciinkii bu antikorlar diger izotiplerden farkli olarak, infekte hiicrenin
yiizeyinde bulunan mikrobiyal antijenleri daha kolay tanirlar. Bu 6zellik, bu tip
antikorlarin mentese bolgesinin  daha uzun ve daha esnek olmasindan
kaynaklantyor olabilir**.

CD4+ T hiicrelerindekine benzer olarak CD8+ T hiicreleri de kendi
salgiladiklar: sitokinler ile T sitotoksik tip 1(Tcl) ve Tc2 hiicrelerine farklilasirlar.
Bununla birlikte, CD8+ T hiicre cevabi iginde Tcl’e doniisiim yolu daha baskindir
(IL-4 sentezine karsin IFN-y salgilayan hiicreler). Tcl effektor hiicreleri sitokin
salgilayarak (IFN-y) hedef hiicreyi 6ldiiriir. Hedef hiicreler sitotoksik T hiicreleri
(CTLs) tarafindan antijene 6zgiil MHC class [ ile sinirlanan bir mekanizmayla
diizenlenir ve perforin ve granzyme ile Sldiiriiliirler**.

B.abortus infeksiyonlarinin da dahil oldugu birgok infeksiyonda,
ASHs, NK, T ve B hiicrelerinin birlikte rol oynadigi koordine bir cevap seklide

bagisik sistemin degisik kisimlari rol oynar™*.
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B. Sivisal Bagisik Yanit

a. B Hiicreleri

Farelerde yapilan bir deneyde, B.abortus’un, atimik, neonatal ve
CBA/n farelerinde trinitrofenil ile konjuge edildiginde, T hiicresine bagimsiz tip-1
(TI-1) gibi davrandig: ve anti-trinitrofenil antikorlarinin olusmasina neden oldugu
gosterilmigtir. Atimik farelerde T hiicreleri yoktur bununla birlikte neonatal ve
CBA/m fareleri ise TI-2 olarak adlandirilan polisakkarit Ag cevabindan
yoksundur**.

T hiicre yoklugunda, B.abortus’un antikor olusturmasi,
B.abortus’un HIV-1 ile infekte olan CD4+ T hiicrelerinden yoksun bireylerde
antikor cevabi olusturmasi olasihgin artirmaktadir. Bu olasiligi test etmek
amacityla CD4+ T hiicrelerinden yoksun farelerde ya da MHC Sinif II’den yoksun
farelerde c¢alismalar yapilmistir. Her iki kosulda da HIV-1 peptid ile konjuge
B.abortus esas olarak 1gG,a agirlikli olan ve HIV-1’i nétralize etme yeteneginde
olan antikor olusumuna neden olmustur®*.

Antikorlarin hastaligin niikslerine karst korumada rol oynadigi
goriilmekteyse de, brusellozun bakterisidal fazi hiicresel bagisikhigin baslamasiyla
birlikte ortaya ¢gikar. Aym zamanda spesifik bagisik cevabin olusmasiyla, bolgede
bulunan makrofajlar prolifere olur; diger makrofajlar dolasimdaki kan
monositlerinden saglanir. Infeksiyonun kontrolii, spesifik olarak bulunan ve
lenfokin salgilayan T lenfositlerine baghdir. T lenfositleri, makrofajlarin

bakterisidal mekanizmasini da aktive eder. Hiicresel bagisikligin gelismesiyle,
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gecikmis tip asiri duyarlilik brusellalarin protein antijenleri ile gosterilebilir.
Gecikmis tip asirt  duyarlibgin  organizmanmn yayilumim1  simirlayan  doku
granulomlarinin olusmasinda 6nemli olduguna inamlmaktadir'®,

Brusellozdaki sivisal antikor yaniti baslangicta, IgM antikorlarinda
bir artigla karakterizedir. Bu durumu 7-14 giin sonra, IgG antikor sentezine
degisim takip eder. Her iki immunglobulin de daha sonra artar, ancak genellikle
artan kisim IgG dir. Iyilesme sirasinda IgG antikor titreleri aylar boyunca diiser.
Ote yandan IgM antikorlart infeksiyondan yillar sonra da diisiik diizeylerde
serumda kalabilir. Diger infeksiyonlardan farkli olarak IgG antikorlarinin
bulunmaya devam etmesi veya IgG titresindeki ikinci artis genellikle inatgt bir
infeksiyonu veya relapsi gosterir'®.

Anti-brusella antikorlarinin tayin edilmesinde kullanilan birgok
hassas yontem (immunfluoresans (IF), Enzimle isaretli immunosorbant yontemi
(ELISA), nefelometrik yontemler) bulunmaktadir. Bu yontemlerin yiiksek
hassasiyeti sayesinde erken tani veya retrospektif calismalar mtimkiin olmaktadir
ve bu da epidemiyolojik ¢alismalara yardimei olmaktadir. Bu tip indirekt primer
baglanma  yontemlerinin  bir  diger avantaji;  brusella  izotiplerinin
identifikasyonuna olanak saglamast ve klinik ile korelasyonlarinin
anlasilabilmesine yardimei olmasidir®’.

IgM, IgG antikorlari ile birlikte ya da ayrt ayr1 da bulunabilir. Buna
ek olarak, klinik tabloyla korele olmasa da yiiksek ya da diisiik miktarda bagisik
yanit da tesbit edilebilir’®.

IgA ve IgE ya da IgG altsimflarn gibi diger izotiplerle de

ilgilenilebilmektedir: IgA tipi antikorlar 1966 yilinda brucellozlu hastalarin
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serumunda tespit edilmis ve agliitinasyon reaksiyonlarinda bloke edici antikor
olarak davranabilecegi tespit edilmistir. Bununla birlikte yapilan bir ¢alismada
agliitinasyon ve koruma o6zelliklerine sahip monoklonal anti-brusella IgA tespit
edilmistir®”.

IgE antikorlart da insan anti-brusella sivisal yamitinin bir
pargasidir: yapilan bir ¢alismada IF ve RIA teknikleriyle akut brucellozlu
olgularin %76’sinda IgE antikorlar tespit edilmigtir. IgE Ab’lart; IgM’den sonra

ve IgG’den 6nce meydana gelmektedir30.

Laboratuvar Tan

A. Bakterivolojik Tam

Tiim infeksiyon hastaliklarinda oldugu gibi brusellozda da etkene
yonelik tanida bakteri izolasyonu Onemli bir secenektir®. Bruscllalar kandan,
kemik iliginden veya diger dokulardan izole edildiginde kesin tan1 konmus olur

183738 Ancak bununla birlikte kan kiiltiiri

yani kiiltiir tan1 i¢in altin standarttir
yonteminin hassasiyeti %15-70 arasinda degisen oldukca dusiik bir orandir®®,
Ayni zamanda uzun bir inkiibasyon dénemi gerektirdiginden laboratuvar galigan
icin infeksiyon riski de oldukca yﬁksekting.

Etken kan ve kemik iligi disinda lenf nodiilii, dalak ve karaciger
materyalinden, beyin omurilik sivisindan (BOS), genital salgilardan, siitten ve

8,18

irinden iretilebilir™'®. Ancak kiiltiir ile her zaman sonuca ulasilamaz. Ornegin kan

kiiltiirlerinde izolasyon sanst her zaman olmamaktadir. Buna neden olarak



9.

hastanin antibiyotik kullanmasi, kandaki bakteri sayisinin diisiik olmasi gibi

faktorler gosterilebilir®. Genel kani, bruselloz diigiiniilen olgularda kan kiiltiirii

negatif kalmigsa kemik iligi kiiltiirii yaptlmasidir®.

Kan kiiltiirtinde dikkat edilmesi gereken 6nemli noktalar:

1. Kan kiltiirii ekimleri 50-100ml sivt besiyerlerine kan/besiyeri oram 1/10 olacak
sekilde 5-10ml kan eklenerek yapilmalidir™.

2. Atesin yliksek oldugu donemde izolasyon siklig1 fazla ise de bunun disinda da
sonug almabilir®.

3. Kan; antikoagiilanli besiyerlerine, hasta baginda alinmalidir®.

4. Castaneda yontemi en basarili yontem olup, kullanilacak besiyerinin agarli kati
sekli yatik olarak, 20-30ml aym besiyerinin sivi seklini bulunduracak bigimde
bifazik olarak hazirlanir. Kan ekimi sivi kisma yapilir. 2-3 giinde bir egmek
suretiyle kati besiyerinin yiizeyine bulastirthp yine dik duruma getirilerek
37°C’de bekletilerek koloni olusturmast beklenir®’. Sivi besiyerlerine yapilan
ekimlerde ise dordiincii giinden baslayarak besiyerleri 2-3 giinde bir kontrol
edilir. Asepsiye dikkat edilerek pipet ile alinan 0.2ml kiiltiir ekiminden brusella
agar plak besiyerlerine damlatma ekimi yapilir ve koloni olusumu gézlenir®.

5. Bactec ile radyometrik saptama, Du Pont Izolator gibi hizli izolasyon
yontemleri de kullamlmaktadir'®.

BOS ekimi de kan kiiltiirii gibi yapilir. Baska bakterilerin de
bulundugu bilinen irin ve diger salgilarin ekimleri i¢in igerisinde antibiyotik ve
diger inhibitér maddeler bulunan plak besiyerlerine yiizeye, ekiivyonla ekim

yapilir. Lenf bezi ya da diger biyopsi materyalleri iyice parcalanarak ya da steril
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havanda az miktarda tuzlu su ve steril kum ile ezildikten sonra iistteki sividan
alinip plak yiizeyine bolca siiriilerek ekim yapilir.

Joshi ve ark.larinin 2005 yilinda yayinladiklar bir ¢alismada kan
kiltiirii ile taninin olduk¢a zaman aldigi vurgulanmistir. Bu arastiricilar, brusella
swvt besiyeri kiiltiirlerinden beyin-kalp infiizyon agara dort giinde bir pasaj yapmis
ve aymt zamanda sivi besiyerinden aldiklar: ikiger smear ornegi ile hazirladiklar
preperatlart da modifiye soguk-ZN boyama yéntemi ile boyamislar ve mavi zemin
tizerinde kirmuzi asit-fast kokobasil varligimi pozitif olarak degerlendirmislerdir.
Sonugta modifiye soguk-ZN boyama yontemi ile kiiltiir sonuglart arasinda %100
uyum oldugunu tespit etmislerdir. Bu yontemle kiiltiir sonucu pozitif olan
olgularda, 4. giinde brusella varligim tespit etmisler ve kolay uygulanabilmesi ve
zaman kazandirmasi agindan bu yontemin tamda kullanilabilir oldugunu
vurgulamuslardir®’.

Tanida kullanilan baslica besiyerleri kati ve sivi besiyerleridir. Sivi
besiyerleri daha ¢ok kan ve BOS gibi materyallerin ekiminde kullanilir. Bunun
disindaki  Orneklerin ekiminde ve sivi besiyerlerindeki iiremeden sonraki
pasajlarda kat1 besiyerleri kullaniimalidir®'®. Secici besiyerleri; iclerine basitrasin,
polimiksin B, siklohekzimit ve etil viyole gibi maddeler katillarak diger
bakterilerin tiremesinin engellendigi besiyerleridir'®. Besiyeri olarak; serumlu
dekstroz agar, gliserozlu dekstrozlu agar, patates agar, triptoz agar, triptikaz soy
agar, brusella K vitaminli agar ve brusella agar kullanilabilir®'®. Nemli ortam
brusellalarin degisimini hizlandirdigindan (S-R) kati besiyerlerini kullanirken

iyice kurutulmus olmasina dzen gosterilmelidir®*.
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Ekimler ¢ift yapilarak birisi normal atmosfer kosullarinda digeri
%35-10 CO;’li atmosferde iiretilmelidir. Ilk izolasyonlarinda bakteriler yavas
tirediklerinden 30 giin bekletilmeden kiltiirler olumsuz diye atilmamalidir. Bu
esnada plaklarin kurumamasi i¢in dnlem alinmali, etiiviin nemi kontrol edilmeli,
gerekirse plaklar polietilen torbalarda kapaklar alta gelecek sekilde tutulmalidir
8.20

Brusellalar izole edildikten sonra kolonilerden Gram preperatt
hazirlanir ve kati besiverlerine saf kiiltiir ekimleri yapilir. Idendifikasyon i¢in saf

kiiltiirden asagidaki incelemelerin yapilmasi uygundur.

1. H,S tretimi: Bir yatik besiyerine ekim yapilir. Tiip tikacinin arasina tiip
icine sarkacak gibi kursun asetatli kagit serit sarkitilir. Her giin kagidin olusan
H,S etkisi ile siyahlasip siyahlasmadigi incelenir. Siyahlagmis ise kagit bir yenisi
ile degistirilir ve kiiltiir tekrar inkiibe edilir. Bu sekilde bakterilerin ka¢ giin H,S
yaptiklari saptan1r20.

2. Boya inhibisyon denevi: Amag¢ tiyonin ve fuksin gibi boyalarin gesitli

konsantrasyonlarini igeren besiyerlerinde brusellalarin iireyebilme 6zelliklerinin
aragtirilarak tiir ayirimi yapilabilmesidir. Istenilen konsantrasyonlarda hazirlanan
tiyonin ve fuksin ¢ézeltileri 48°C’ye sogutulmus brusella agar besiyerine eklenip
plaklara dokiiliir. Denenecek kolonilerden bu plaklara ¢izgi ekim yapihr?.

3. Ureaz deneyi: Crystensen iire agar besiyerinin yiizeyine saf kiiltiirlerden
cizgi ekim yapilarak arastirilir. B.suis 15-20 dakikada, B.abortus 2 saatten sonra
iireaz etkinligi gostererek besiyerinin rengini kirmiziya dondiiriir. B.melitensis

. 2
olumsuz sonug verir®’.
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B. Serolojik Tani

Brusellozda bakteriyi Uretmek icin uzun siire inkiibe etmek
gerektiginden ve bu siire i¢inde hasta kaminda antikorlar olustugundan serolojik
reaksiyonlarla hastaligin tanis1 konabilir®.

Brusellozun serolojik tamisinda Rose Bengal Testi (RBT), Wright
Agliitinasyon Testi (WAT), ayrica blokan antikorlarin gosterilmesi i¢in Coombs
testi ve IgG ve IgM antikorlarinin ayirt edilmesini saglayan 2-merkaptoetanol
testinin yanisira Radioimmunosorbant yontemi, IF ve ELISA kullaniimaktadir®.

RBT, Rose Bengal ile boyanmis %8 B.abortus 99S
siispansiyonunun antijen olarak kullanildigi bir l[am agliitinasyon testidir. Ayrica
boya olarak, kristal viyole ve brillant yesilinin kullanildigi lam agliitinasyon
testleri de bulunmaktadir’®. RBT inde temiz ve iizerinde yaklagik 1.5 cm capinda
yayvan ¢ukurlar bulunan plastik plaklar veya temiz beyaz fayans kullanilabilir.
Plak ¢ukurlarindan birine ya da fayans lizerine bir damla hasta serumu damlatilir.
Buzdolabindan ¢ikarildiktan sonra 10 dakika oda sicakliginda bekletilen antijen,
iyice kanstirlldiktan sonra, serumun lizerine 1 damla damlatilir. Bir kiirdan ile
iyice kanstirildiktan sonra rotatorda veya elde 4 dakika c¢evrilir. Sonucta iri
tanecikli ¢okeltiler ortaya ¢ikmasi testin olumlu oldugunu gosterir’®. Tam kan
kullanilarak yapilan lam agliitinasyon testine SPOT test denir. Ozellikle kitle
taramalarinda, Ozel yoOntemlerle boyanmis yogun  brusella  bakteri
siispansiyonundan hazirlanmis antijenin bir damlasi tzerine parmak ucundan

alinan bir damla kan damlatildiginda agliitinasyon goriilmesi esasina dayanir®,
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WAT’inde, antijen olarak B.abortus’un S Kkiiltiirlerinin 1siyla
oldiriilmis fenolli slispansiyonlart kullanilarak sulandirilmis hasta serumunda
brusella antikorlarmin varligi kantitatif olarak arastirilir”®. Bruselloz tamist igin
titrenin 1:100°den fazla olmasi ve bir iki hafta sonra titrenin belirgin yiikselmesi
deger tasir™ bu nedenle WAT ile 1/160 ve iizerindeki titreler anlamli kabul

edilmektedir®*>>°

. WAT, bakterinin yilizeyinde veya ylizeyine yakin olarak
bulunan antijenlerle (6zellike s-lipopolisakkarit ile) reaksiyona giren agliitine
edici antikorlarin toplam miktarim dlcer'®. Bu antijen B.melitensis, B.abortus ve
B.suis’e karsi olugan antikorlar tarafindan agliitine edilir’®. Baz1 laboratuvarlarda
eleme testi olarak 6nce RBT kullanilir. Eger bu test pozitif ise WAT yaplllrg.

2-Merkaptoetanol testi, immunglobulin tiplerini ayirmak igin
kullanilan bir yontemdir. Bu yontem, IgM pentamerinin disiilfit baglarimn
indirgenmesi esasina dayanir. Serumu 0.05 M 2-merkaptoetanol veya ditiyoretiyol
gibi kimyasal ajanlarla muamele ettikten sonra I[gM antikorlarinin distilfit baglart
par¢alanacagindan yalmizca IgG molekiilii saptamur3 ° Bu ayirim, IgG
antikorlarinin IgM antikorlarina gére aktif infeksiyonun daha iyi bir gdstergesi
olmas bakimindan énemlidir'®, Yapilis1 agtsindan WAT’inden tek farkt serumun
sulandirimlart igin serum fizyolojik yerine 0.05M 2-merkaptoetanollii tuzlu suyun
(1 kisim 2-merkaptoetanol, 3 kisim tuzlu su) kullanimasidir™.

Klinik olarak bruselloz belirtileri belirgin oldugu halde yapilan
agliitinasyon deneylerinin olumsuz sonug¢ vermesi brusellozda sik rastlanan bir
durumdur. Olay, antikorlarin antijenlere baglandiklart halde agliitinasyon

reaksiyonu olusturmasini engelleyen mekanizmanin (blokan antikorlarin) var

olmasindan kaynaklanmaktadir®*°, Blokan antikorlar Coombs serumu (anti-insan
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globulini) kullamlarak ortaya ¢ikarihrlar®. WAT yapildiktan sonra agliitinasyon
vermeyen tiim tiipler santrifiijlenerek bakteriler ¢oktiiriiliir. Ustteki stvi dokiiliip
her tlipe yeniden serum fizyolojik konur. Tiipler yeniden santrifiijlenir. Aynt islem
3 kez tekrarlanarak bakteriler yikanir. Coombs serumu tuzlu su ile 10 kat
sulandirilir. Bu sulandinnmdan her tiipe 0.05ml eklenip kanistirilir. Coombs serumu
tiiplere eklendigi zaman tlipteki 0.45ml siispansiyon ile karisarak 1:10 oraninda
sulanmaktadir. Bu nedenle iizerinde yazili sulandirim titresinden 10 kat daha
yogun sulandirimindan 0.05ml eklenmelidir. 37°C’de 24 saat bekletildikten sonra
agliitinasyon okunur®.

Allerjik tani icin, bakterilerden elde edilmis ve saflastirilmus
“Brusellergen” (niikleoprotein kompleksi) deri i¢ine enjekte edilir. 24 saat i¢inde
kizart1, 6dem ve sertlik seklinde goriilen reaksiyon pozitif olarak kabul edilir. Bu
kisilerin brusellaya karst asir1 duyarli olduklar1 anlasilir. Deri testi brusellalarin
oldurtilmus kultiirleri veya 21 giinliik kiiltiir siiztintiileri (Mellitin-Abortin) ile de
yapilir.

Brusella infeksiyonlarinin serolojik tamisinda opsonositofajik
testten de faydalanmihir. Bu test, hasta serumundaki, fagositozu kolaylastiran ve
opsonin ad1 verilen antikorlarin ortaya ¢ikarilmasi i¢in kullanilan bir testtir. Tani;
hasta serumu 16kosit ve bakteri siispansiyonunun birbirleriyle karistirtlmasindan
sonra 15 dakika, 37°C’de inkiibe edilmesi ve giemsa ile boyanan preperatin
incelenmesi ile konur. Bir l6kosit tarafindan fagosite edilen ortalama bakteri
say1st fagositik indeksi verir. Bu say1 6-10 veya daha fazlaysa test pozitiftir®.

Hiicresel bagisiklikta yer alan “delayed tip reaksiyonlar” (DTR) da,

melitinin intradermal enjeksiyonu ile, brusella infeksiyonunun tanisinda
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kullamimaktadir. Deney hayvanlariyla yapilan calismalar, makrofajlarin ve T
hiicrelerinin bruselloza karsi olusan hiicresel bagisik yamtta olduk¢a 6nemli
oldugunu vurgulamaktadir. Standart olmayan antijenlerle intradermal enjeksiyon,
insanlarda kullanilan bir yontemdir. Bu nedenle ileri ¢aligmalarla intradermal
enjeksiyon icin secilen bu antijenlerin denenmesi tizerine calismalar meveuttur®’.

INRA brusellin:  Sitoplazmik fraksiyonlart igerir. Deney
hayvanlarinda denenmis ve gitvenilir sonuglar elde edilmistir. Insan uygulamasi
heniiz hazir degildir®®.

PS (Fenolde c¢oziinebilen) fraksiyonu (Merieux): Roumiantzeff
tarafindan calisilmistir ve fenolde ¢6ziinen ekstraktlarin filtrasyonu esasina
dayanir. Yalnizca protein igerir, LPS ya da PG icermez. Bertrand’in gosterdigine
gore melitin ve PS reaksiyonu arasinda iyi bir korelasyon vardir®®.

In-vitro testler: Lenfosit transformasyonu ve proliferasyon testleri
(TTL) ya da lokosit inhibisyon migrasyon testlerini (TIML) de igeren in-vitro
testlerle brusellaya karsi insan DTH (Delayed type reaksiyon)’si tanimlanmistir.
Deney kosullari, antijen fraksiyonunun dozu ve periferal kan lenfositlerinin sayisi
testin ozgiilligi agisindan énemlidir. 10pg Pl (Fenolde ¢oziinemeyen) ya da lug
SF gibi diisiik dozlarla infekte insanlarin lenfositleri uyarilmaktadir. Bu nedenle
bu test brusellozun tanisi ve takibi i¢in uygulanabilir niteliktedir. Bu kosullar
altinda diger iki testle korele olarak, erken ve akut brusellozda TTL
(Transformasyon ve proliferasyon testleri) ve IDR (Intradermal enjeksiyon)
genellikle negatif ya da zayif pozitiftir. 2 aydan 6 aya kadar gecen siirede sonuglar
miktar olarak artmakta ancak 6 aydan sonra diismektedir. Bununla birlikte bu

genel paterne uymayan bir ¢ok olgu vardiur: negatif sonuglar, antikor seviyesi
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ve/veya immun kompleks olusumuna goére degerlendirilebilir. Béylece Brusella
endokarditi olan tiim olgularda antikor ve immun kompleks olduk¢a yiiksek ve
TTL ve IDR ﬁegatiftir denilebilir®®.

Subakut ve fokalize brusellozda, 6 ay kadar sliren uzun siireli bir
TTL negatfiligi gézlenebilir. Ancak, uzun siireli brucelloz hastalarinda kronik ya
da non-fokalize oldugu farketmeksizin TTL ya da IDR testleri pozitiftir. Sonug
olarak, antijenlerle uygulanan in-vitro testler ID reaksiyonlar ile korele olsa da
non-fokalize kronik brusellozu tespit etmek agisindan in-vivo testlerden daha

basarili degillerdir*.

C. Molekiiler Tam

Son yillarda brusellozun hizli tanisinda kemik iligi aspirasyonu ve
periferik kan o6rnekleri ile Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) calismalarinin
olumlu sonuglar verdigi bildirilmistir®. PZR, bircok mikroorganizmanin
DNA’sinin varliginin saptanmasinda kullanilan bir yontemdir. Brusella tanisinda
da degisik gen hedefleri, primer ciftleri, PZR teknikleri ve ekstraksiyon
yontemleri kullanilarak brusellamin  varligt tespit edilebilmektedir. PZR,
geleneksel tam yontemleriyle kiyaslandiginda daha hizhi ve hassas bir yontemdir.
Bununla birlikte Brusella-PZR i¢in hassasiyet ve ozgiilliikler farkli laboratuvarlar
arasinda degsiklik géstermektedir ve heniiz; 6rnek hazirlama, hedef genler ya da
tespit yontemleri ile ilgili bir standardizasyon getirilememistir’®. Molekiiler
tekniklerin uygulanmasi, Brusella cinsinin % 95’in lizerinde DNA homolojisi

gosterdigini ve monospesifik oldugunu gostermektedir’. Insanlarda nadiren
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infeksiyon etkeni olarak bildirilen Ochrobactrum anthropi’nin  TRNA
sekanslamasinda brusella cinsi ile yakindan iligkili oldugu saptanmistir ve brusella
cinsinin identifikasyonu i¢in dizayn edilen PZR prosediirlerinde pozitif PZR’a
neden olabilecegi bildirilmistir. Brusella tiirlerinin identifikasyonu icin PZR
teknikleri gelistirilmektedir, ancak PZR bazli testlerde en 6nemli sorunlardan biri
brusella cinsinin iiyeleri arasinda ayirim yaptlamamasidir'>*.

PZR’da en ¢ok kullanilan &rnekler kan ve serum ornekleridir.
Bunun disinda; doku, idrar, serebrospinal sivi ve diger viicut sivilan da
kullanilabilir®,

Brusellanin tiir diizeyinde idendifikasyonu tedaviyi
etkilemeyeceginden genusa 6zgiil bir sekans tam icin yeterli olmaktadir™.

PZR’a dayali brusella tanisi ile ilgili ilk ¢alisma 1990 yilinda
Fekete ve ark*' lari tarafindan bildirilmistir. Bu yontemde B.abortus S19 susunun
43kDa’luk dis membran proteinini kodlayan sekans amplifiye edilmistir. 1992
yilinda Herman ve ark'”larimin yaptiklart bir baska calismada incelenen gen
hedefi 16rRNA genidir. Ozgiilliiglin saptanmasi i¢in bu yontem 17 farkh non-
brusella bakteri ile de denenmis, brusella ile yakin akraba olan O. anthropi disinda
higbir bakteride amplifikasyon gerceklesmemistir. Baily ve ark.”’, B.abortus un
31kDa proteinini kodlayan gen bdélgesini kullanarak 1992 yilinda yeni bir PZR
protokolii gelistirmisler ancak bu gen B.ovis’de bulunmadigi i¢in calismaya
yalmzca B.melitensis ve B.abortus almmustir. Da Costa ve ark* lar1, tim brusella

tiirleri ve brusella biovarlari ile bu yontemi tekrar arastirmislardir. Bu arastiricilar

aynt zamanda 98 non-brusella bakteriyi de calismaya almistr. Calismanin
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sonucunda yine O.anthropi disinda tiim non-brusella bakteriler negatif sonug

vermistir.

Tedavi

Brusella bakterileri; tetrasiklin, rifampisin, fluorokinolonlar,
3.kusak sefalosporinler, trimetoprim sulfometaksazol (TMP-SMZ), streptomisin
ve diger aminoglikozitlere duyarli, penisilinlere direnglidirler. Diinya Saglik
Orgiitiiniin 6nerileri dogrultusunda insan brusellozu i¢in rifampisin+doksisiklin
kombinasyonu kullanilmaktadir***.

Antibiyotikler brusella mikroorganizmalarina karst etkilidir. Fakat
hastaligin tedavisi gii¢ olabilir. Brusella etkenleri hiicre iginde bulunduklarindan
birden fazla antibiyotigin uzun siire (en az 6 hafta) uygulanmasmm gerektirir.
Ayrica bakterilerin viicutta nereye gizlendiklerinin bilinmemesi ve kemik iligi
gibi yerlerde de infeksiyon olusturmasi nedeniyle uzun siireli bir tedavi uygulanir.
Kisa siireli tedavi infeksiyonun niiksetmesine neden olmaktadir. Tedaviye
baslama zamani ve hastaligin siddetine bagli olarak iyilesme birkag hafta ile
birkag ay arasinda degisebilir 346,

Brusellanin hiicre i¢i lokalizasyonu, tedaviyi giiclestirmektedir. Bu
nedenle, antibiyotigin brusella ile infekte fagositlere gegisini saglamak i¢in etkili
bir tasiyict olarak lipozomlar kullamlmaktadir. Lipozomlar, viicuda yabanci
oldugu i¢in makrofajlar ve monositler gibi mononiiklear fagositik sistem

hiicrelerinde yakalamirlar ve boylece ilag hiicrelere girmis olur’. Lipozomlar,

hiicre membram ile uyumlu tagtyicilar olduklari ve konak i¢in non-toksik
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olduklan i¢in, Brusellanin O-polisakkarit (OPS) ve lipopolisakkarit (LPS)

antijenleri icin ag1 tastyicilari olarak da kullamlirlar®.

Epidemiyoloji

Bruselloz, diinyanin her yerinde rastlanan en yaygin zoonozlardan
biri olarak kabul edilmektedir'. Kuzey Avrupa, Kanada, Avustralya ve Yeni
Zelanda da yillar siiren yogun ¢abalarla brusellozis biiylik oOlgiide eradike
edilmistir. Buna karsin Akdeniz Bolgesi, Orta Dogu, Bati Asya’mn gelismekte
olan iilkelerinde, Afrika ve Latin Amerika’nin bir kisminda, insan ve hayvanlarda
yaygmhgin: siirdiirmektedir'.

Bruselloz, lilkemizde hem hayvanlarda hemde insanlarda ihbari
mecburi bir hastaliktir*®,

Saglik Bakanhig: kayitlarina gore yillar itibariyle insanlarda tespit
edilen vaka sayilarinda belirgin bir artis goriilmektedir (1970-1980: 937 vaka,
1981-1990: 17920 vaka, 1991-1998: 56349 vaka). Vaka sayisindaki bu artig teshis
imkanlarinin daha iyilesmesi, hastalik bildirme oraninin artmast ve hastalikla
miicadeledeki yetersizlige bagl olabilir'.

Ulkemizde, 1984 yilinda, iilkesel bir kontrol ve eradikasyon projesi
yiiriirliige konulmustur. Projenin 26 yil stirmesi planlanmistir. Bu projeye goére
Tirkiye 5 bolgeye ayrilmis ve bu bolgelerden biitlin 4-8 aylik disi danalar
B.abortus S-19 asist ile asilanacak ve kulak kiipesi takilarak kayit altia alinacak
ve biitiin kuzu ve oglaklar B.melitensis Rev-1 agsist ile asilanacaktir. 1989 yilinda

iilke ¢apinda yapilan serolojik arastirma sonuglarina gore, bolgelere gore degisen
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%0-10 oramindaki hastalik prevelansi, sigirlarda %3.56 ve koyunlarda %1.26
olarak, 1990 yilinda ise %1.2 ve %2.08, 1991 yllmda yaptilan tilke ¢apindaki son
taramada ise %1.01 ve %1.83 olarak saptanmistir. Koruma ve Kontrol Genel
Midiirltigii'niin istegi dogrultusunda 1996 yilinda Tiirkiye ¢apinda bir serolojik
aragtirma ¢aligmasi daha yapilnus ve bruselloz prevelanst sigir ve koyun
populasyonlart igin strastyla %1.43 ve %1.97 olarak tespit edilmistir'.

Insanlar arasinda brusellozun belli bir bolgeye yayilmasi, o
yoredeki hayvancilikla yakindan iliskilidir. Bir tilkede hangi hayvan tiirii fazla ise
insanlar arasinda da o hayvan tiirii ile iliskili bruselloz olgular1 daha fazladi®.
1982-1986 yillar1 arasinda Tiirkiye’de bazi illerde yapilan bruselloz vakalar
calismasinda en fazla odagin, en fazla koyun ve ke¢i populasyonuna sahip olan
Konya ilinde oldugu goriilmiistiir®,

Insan vakalarinin gogu diger aylara nazaran yaz aylarinda daha
belirgin olmaktadir. Akut infeksiyon genellikle bu aylarda gortilmektedir. Bunun
siit ve siit iirlinlerinden ileri gelebilecegi ve yaz aylarinda kisilerin seyehat
nedeniyle hijyen kosullarina uygun olmayan yiyecekleri satin almalarindan
kaynaklandig disiiniilmektedir®.

Organizma viicuda ya infekte siit ve siit tirtinlerinin alinmasi veya
dogrudan temasla deriden bulasir'>**. Deri yolu ile bulasma daha ¢ok veteriner
hekimlerde, dogum sirasinda infekte hayvanin vajinal sekresyonu, kan veya
idrarina temas sonucunda gorilir'.  Veteriner hekimlerde ayrica hayvan
asilamasi sirasinda kaza ile enjektorii kendine batirma durumunda canli atteniie
asilar ile de bulas gergeklesebilmektedir®®. Bunlarin diginda arastirma swrasinda

laboratuvar bulaslari s6z konusu olabilir. Brusellalar viicuda bir¢ok yerden giris
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yolu bulabilirler. Kontamine parmaklar ile ya da laboratuvara yiyecek sokulmasi
ile agizdan bulas olabilecegi gibi bakteri iceren aerosollerin inhalasyonu ya da
konjunktivanin bu aerosollerle kontaminasyonu vyolu ile de viicuda
girebilirler'*>'>2,

Insandan insana bulas nadirdir. Kan transfiizyonu ve organ transplantasyonu ile

3334 Anneden bebege laktasyonla

infekte donorden bulas bildirilmistir
bulagabildigi de diisiiniilmektedir™®. Seksiiel iliski bir bagka olasi bulas yoludur™.

Transplasental bulag ya da neonatal bulas da s6z konusudur”’.

Korunma

Insanlarin brusellozdan korunmasi; dogrudan dogruya ozellikle
koyun, kegi, sigir ve domuz gibi evcil hayvanlarin kontrolii ve eradikasyonu ile

ilgilidir™®. insan icin etkili bir brusella asis1 yoktur**’.

A. Hayvanlarda Bruselloza Karst Uvgulanan Asilar

a. S19 asisi: B.abortus S19 susu sigirlarin agilanmasinda kullanilan

kullamisht bir asidir®®’

. Ancak insanlar i¢in enfeksiydz olmasi ve hayvanlarda
dugiiklere neden olabilmesi gibi baz1 dezavantajlar1 da vardur®. Ayrica bu sus
virulan sus ile antijenik olarak benzer oldugu icin RBT, kompleman fiksasyon
gibi S-LPS’e karsi olusan antikorlart oOlgen serolojik testler ikisini ayirt

edemezler'”. Bunun sonucunda da yapilan serolojik incelemelerde hayvanin hasta

m1 yoksa agsi ile korunmakta mi oldugu anlasllamamaktadlréo. Bununla birlikte
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B.abortus S19, B.abortus igin kullanilan en popiiler asidir ve subkutandz tam doz
olarak genis bir kullanim alanina sahiptir’®®. Eriskin populasyon agilandiginda
ortaya ¢ikabilecek olumsuzluklart dnlemek amaciyla bu aginin hedef populasyonu

daha ¢ok disi buzagilardir'*%.

b. REV1 asist: B.melitensis REV 1 susu hayvan brusellozundan
korunmada bugiin kullanilan en etkili asidir'®. REV 1 agist canli attenile bir
asidir'*®. Koyun ve kegilerin asilanmasi i¢in kullanilan as1 susu olan B.melitensis
Revl susundan hazirlanie®®®!. Insanlar icin enfeksiyoz olmast ve hayvanlarda
diisiiklere neden olabilmesi gibi baz1 dezavantajlari vardir’®. Bu sus, virulan
B.melitensis suslarinin tersine penisiline hassas ve streptomisine direnclidir®®.
1957°de yapilan pilot ¢alismadan bu yana tiim diinyada kullanilan bu agi ile ilgili
olarak B.melitensis’in kontrol altina alinmasi agisindan ¢ok iyi sonuglar elde
edilmigtir. Genis kullanimi nedeniyle birgok tiretici asinin ticari olarak piyasaya
siiriilmesi ile ilgilenmislerdir. Ureticiler tarafindan tohum stoklari {iretilmis ancak
asmin kalitesi diismistiir. Sonug olarak birgok iilkede asimin olumsuz etkileri
goriilmiig, ornegin Gliney Afrika’da as1, hayvan ve insan brusellozuna neden
olmugtur. Buna benzer ancak daha az ciddi bir durumla da Israil’de
karsilasilmistir. Bu sonuglar, Orta Dogu iilkelerinde bolgesel bir programla
FAO/WHO/OIE dan olusan bir uzman komite ile as1  uygulanmasinin
sorgulanmasina neden olmustur. Bu programa gore kiigiikbas hayvanlarin her 2
yilda bir zayiflaulmis doz ile 10 yillik bir period i¢in asilanmasina karar

Verilmig‘,tirm.
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c. RB51 asisi: B.abortus RB51 susu (SRB351), inek ve bizonlarin
brusellozise kargt asilanmasinda S19 susuna alternatif olarak gelistirilmistir®.
B.abortus RBSI susunun sigirlarda mikemmel bir koruma sagladig
gosterilmistir. Bu sus, normal suslarin karakterizasyonunu saglayan S—O halka
antijenini igermediginden anti-S-O halka antijenleri ile reaksiyon vermez ve
asilanmis ve asilanmamis hayvanlarin serolojik tanisinda ortaya ¢ikan problemi
de ¢6zmiis olur®. B.abortus RB51, B.abortus 2308 susunun rifampin ve penisilin
iceren besiyerinde tekrarlanan in-vitro pasajlariyla elde edilen R tipi koloni
olusturan bir mutantidir®®*. B.melitensis, B.suis ve B.abortus genomlarinda wboA
esas wbk* O-PS genetik bolgesinin dis kisminda yer almaktadir®™. Bu nedenle
RB51 ¢ok az miktarda O-PS igerir. RB51 susunun wboA geni ile tamamlanmasi
sonucunda RB51 O-zinciri sentezleyebilir ancak S koloni olusturamaz. Bu da
bagka LPS genlerinin de etkili oldugunu gostermektedir®. ineklerde SRB51 ile
diisiiklerin goriilmesi ender olmakla birlikte gebelik esnasinda intravendz olarak
verilmesi SRB51 igeren plasental zarlarin ve sivilarin goriilmesine neden olur.
Yapilan bir ¢alismada; SRB51 verilmis kopeklerde orofarengeal lenf nodiillerinin
olusmasi ve karaciger ve dalak infeksiyonu gelismesi ile sonuglanabilecegini
gostermistir. Ancak kdpeklerde B.canis ya da B. abortus infeksiyonu sonucu en
¢ok infekte olan bolgeler prostat bezleri ya da bobreklerde SRB51 bulunmanustir.
Gebe hayvanlarda SRB51’in oral inokiilasyonu sonucu plasenta ve fetus

infeksiyonu gézlenmis ama diisiige sebep olmamistir®.

d. S2 asis1: Ast susu, B.suis S2, domuz fetiisiinden izole edilmistir9.

Ast ilk olarak Cin’de bulundugu i¢in bu iilkede genis olciide kullanilmaktadir’. ilk
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olarak Cin’de hayvanlarin igme suyuna katilarak koyun ve kegilerin astlanmasi
icin kullamlmistir’. Ancak bu sekilde doz ayarlanmasi zor oldugu i¢in asinin
direkt oral inokiilasyonu hazirlanmistir'®. 1980°li yillarda ast Cin diginda Ispanya,
Tiirkiye, Libya, Ingiltere, Fransa, Almanya gibi bircok iilkede oral ve
konjunktival olarak kullaniimaya baslanmistir. Cin otorleri, S2 asisimn tiim
onemli ¢iftlik hayvanlarini korumasi bakimindan tercih edilir oldugunu agiklamis
ancak Diinya Saglik Orgiitii’niin yurittigii férelerle yapilan caligmalarda Revl,
S19 ve S2 agilarinin kullanildigi bir deneyde Revl asisinin en etkili oldugu

bulunmustur'’.

e. WR201: B. melitensis 16M’nin purEK delesyon mutantidir®.
purEK delesyonlu mutantlar yeterince atteniiedir ve farelerde koruyucu bagistk
yanit olusturdugu gosterilmistir®. Bununla birlikte Brusella, aym zamanda bir
biyolojik savas ajani oldugundan solunum yolu ile bulagsmasi da 6nemli bir tehdit
olusturabilir. Farelerin solunum sistemi ile yapilan bir hayvan deneyinde
bakterinin dis membran lipopolisakkaritine (LPS) kars1 gelisen antikorlar
kullanilarak bakterinin mononiiklear fagosit sistemi i¢inde yayilmasi énlenmis
ancak bakterinin infeksiyonun gelistigi primer bdlgeden temizlenmesi
artmamustir®®. Bunun aksine, B.melitensis susundan hazirlanan piirin oksotrofik
canli atteniie as1 olan WR201 ile immiinize edildiginde hem yayilmanin
engellendigi hem de akcigerden bakterinin temizlenmesinin arttifn goriilmustiir.
Insan dis1 primatlarda, WR201 ana susa bagli kalinarak atteniie edilmistir. WR201
ile immunizasyon, anti-LPS antikorlarinin olusmasina ve Brusella antijenine kars1

bir cevap olarak olusan Thl sitokinlerini salgilayan monontiklear kan hiicrelerinin
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sayisinin artmasma yol agmaktadir. Bu sekilde immiinize edilmis maymunlar,
virulan Brusella ile acrosol saldirisina kars tam olarak korunmaktadir®® .

Canli atteniic asilar olan B.abortus RB51 ve 19 (ABD’de),
B.abortus 82, 82pn ve 75/79 (Rusya’da) hayvanlarda Brusellozisi 6nlemek i¢in
bugiin kullanilan asilardir®. Bruselloz hastaligina karsi; ‘Tirkiye’de Sigir ve
Koyunlarda Brusellozisin Sero-Epidemiyolojisi® proje sonuc¢larina gore sigirlarda
prevalanst % 1 ve daha yukari olan illerde 4-8 aylik disi danalarin tiimiine gen¢ S-
19 agsis1, koyunlarda prevalansit % 1 ve daha yukari olan illerde 3-8 aylik disi -

erkek kuzu ve oglaklarin tiimiine tam doz Geng Rev-1 asisi uygulanmaktadir'.

Poliakrilamid jel elektroforezi (PAGE)

Elektroforetik yontemler prensipte kromatografik yontemlere
benzerlik gosterir. Elektroforezde durgun fazi, 6rnegin iizerine uygulandigi kagit
ya da sentetik jeller olusturur. Hareketli faz ise elektrik akimidir. Elektrik akimu,
elektrolit bir tampon ¢ozelti yardimiyla uygulanir. Segilen pH degerine gére ayni
ozellikteki biyomolekiillerin iyonizasyonu benzer olacagindan yiiriime yalniz bir
kutba dogru olusur. Boylece ayrisma molekiil biiyiikliigii ve ti¢ boyutlu yapiya
goredir. Yuriimeyi yik/kiitle orami dogrudan etkiler. Kiiciik molekiiller énde
biiyiikler ise geride olacak sekilde siralama olusur. Elektroforez yontemleri
matriksin tipine ve uygulama pH’sina gére ¢esitlilik gdsterir.

Poliakrilamid jel elektroforezinde jel sentetik bir madde olan akrilamid ile
akrilamid tiirevi olan N-N"-metilen bisakrilamidin polimerlesmesiyle olusturulur

ve ornekler bu jel tizerinde yuriitiiliir. Proteinler i¢in ¢ok uygun oldugu gibi DNA
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ve RNA elektroforezleri i¢in de kullanilabilir. Akrilamid miktar1 ve
akrilamid/bisakrilamid orant jelin ayristirma Kkapasitesini  belirler. Oran

yiikseldik¢e jelde 1sinma fazlalasir, kirllganlik artar, daha kolay yikanir.

Tablo 2. PAGE sisteminde uygulama sinirlar1 (proteinler igin)

Jel yiizdesi Aynistirma kapasitesi (dalton)
%5 60000-212000

%10 18000-75000

%l5 15000-45000

Polimerlesme reaksiyonunda akrilamid molekiilleri yanyana
baglanarak diiz zincirler olustururlar. Bisakrilamid molekiilleri ise iki akrilamid
zinciri arasinda ¢apraz baglanmalar olusturur. Boylece agimsi bir yapt meydana
gelir. Polimerlesme derecesi; sicaklik, pH, amonyum per siilfat (APS) ve
N,N,N’.N’-tetrametil etilendiamin (TEMED) miktarina gore farklilik gosterir.
Polimerlesme igin serbest radikal olusumuna sebep olan APS reaksiyon baslatici,
TEMED ise katalizér olarak rol oynar.

2 tip poliakrilamid jel elektroforezi vardir:
1. SDS-PAGE (denatiire edici PAGE)

2. ND-PAGE (non-denatiire edici PAGE)

ND-PAGE: Proteinlerin dogal yapilarimt bozucu ajanlar kullanmadan yapilan
PAGE yo6ntemidir. Saflik derecesinin tayini i¢in kullanildigi gibi direk olarak

saflagtirma islemi olarak da kullanilabilir.
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Sodyum dodesil siilfat (SDS)-PAGE: SDS anyonik bir deterjan olup iki
aminoasitte bir peptid zincirine baglanarak protein molekiillerini olusturan alt
birimleri birbirinden ayirir. Ayrica negatif yiik tasidigindan peptidlere de yiiksek
oranda negatif ylik kazandirir. Boylece elektrik yiikii ag¢isindan karisim
icerisindeki biitiin protein molekiilleri esit duruma getirilir. Jel konsantrasyonu
arttrilarak protein molekiilerinin molekiil agirliklarina gore ayrismalan saglanir.
SDS-PAGE yontemi proteinlerin  safliginin  kontrolli, molekiil agirlilarinin
saptanmast  ve  konsantrasyon  ¢esitliliginin  belirlenmesi  amaciyla
kullaniimaktadir®.

Poliakrilamid jel, akrilamid monomerinin serbest fonksiyonel
gruplariyla reaksiyona giren N,N’-metilen bisakrilamid gibi bifonksiyonel
bilesikler araciligiyla karsilikli baglanarak polimerize olmasiyla sekillenir.

Akrilamidin polimerizasyonu, amonyum persiilfat ilavesiyle
baslatilmaktadir. ~ TEMED’  in  ilavesiyle  polimerizasyon  olusumu
hizlandirilmaktadir.  Amonyum  persiilfat- TEMED  sisteminde  TEMED,
persiilfattan serbest radikallerin olusumunu katalize eder ve olusan serbest
radikalleri polimerizasyonu baglatmaya yoneltmektedir. TEMED ya da amonyum
persiilfat konsantrasyonundaki artiglar polimerizasyonu hizlandirmaktadir.
Oksijen polimerizasyonu inhibe ettigi igin jeller dokiilmeden once degaze
edilmektedir.

Poliakrilamid  jellerdeki  por  boyutu, total akrilamid
konsantrasyonuna baghdir (% 3.5-20). Diisiik akrilamid konsantrasyonu biiylik
porlu, yiiksek akrilamid konsantrasyonu kiiciik porlu jelleri olugturmaktadir.

Porlasma, polimerizasyon zincirinin uzunlugu ve karsilikli baglanma derecesiyle
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belirlenmektedir. Karstlikli baglanmanin bir molii akrilamidin 29 monomerini
ierir.

Poliakrilamid jellerde ¢ok yaygin olarak kullanilan ¢oziicli ajan
iyonik bir deterjan olan SDS’ dir. Protein karigimi, SDS ve 2-f-merkaptoetanol
varh@inda 1siildiginda proteinlerin distifid baglan kirilarak denatiire edilirler. Bu
sartlar altinda, bir ¢ok polipeptid agirhgina gore SDS’ i baglar (Proteinin her
gramt 1.4 g SDS baglar). Indirgeyici ajanlarin varlifinda proteinlere SDS’ in
baglanmasinin iki 6énemi vardir. Birincisi proteinin nativ ylikiiniin tamamen yok
olmasidir. Boylece yiik/kiitle orani tiim proteinler igin sabitlenir. Ikinci olarak,
negatif yiikli SDS molekiilleri arasinda elektrostatik geri itme, hem
intramolekiiler hem de intermolekiiler kovalent olmayan tim protein-protein
iliskilerini bozar. Boylece SDS’ in proteine sabit bir yiik/kiitle oranina sahip
degismez bir yapt kazandirdigi varsayilabilmektedir. Bunun sonucunda SDS-
polipeptid komplekslerinin yiik dansiteleri ayni olmakta ve polipeptid boyutuna
gore poliakrilamid jelde g6¢ etmektedirler.

Proteinler, kii¢iik porlu ayristirict jelde elektroforezde ayrilmadan
once biiytk porlu yigic1 jel boyunca go¢ swrasinda depolanir ve sikilastirilirlar.
Yigici jelde stoklanmus proteinler, rezolving jeldeki molekiiler elek etkisine bagl

olarak, i¢ yiik ve polipeptid boyutlarina gore ayr111rlar68.

Ince Tabaka Kromatografisi [Thin Laver Chromatography (TLC)]

Kromatografi iki yada daha fazla bilesik igeren karigimlarin
ayirmmunda yaygin olarak kullamlan bir metottur. Aynm, karigumin, biri sabit

digeri hareketli olan iki faz arasinda dagilimiyla saglanir. Kromatografi, farkl
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bilesiklerin dagilacaklart iki faz arasinda farli ¢oziiniirliige sahip olmalar

prensibine dayanir.

Ince tabaka kromatografisi organik bilesiklerin ayiristirilmasi icin
kullanilan kromatografik bir tekniktir ve basit ve hizli olusu nedeniyle maddelerin
safligmin kontrolii amaciyla siklikla kullanilan bir yontemdir®. Plastik, cam ya da
metalden olusan bir durgun faz (SP) ve bir ¢oziiciiden olusan hareketli fazdan
(MB) ibarettir. Ornekler sabit faz {izerine noktalar seklinde koyulduktan sonra
hareketli faza batirilir. Céziictiniin kapiller hareketi ile komponentler de tasinirlar.
Komponentler durgun fazla olan iliskilerinin kuvvetine goére hizli ya da yavas
hareket eder. Bir komponentin durgun fazla iliskisi ne kadar az ise ¢oziiciide o
kadar giiclii ¢oziiniir ve o kadar hizli hareket eder’®. Ince tabaka kromatografisi
biri kati (sabit faz) ve digeri siv1 (hareketli faz) olan iki faz igeren bir sivi-kati
teknigidir. Bu teknikte kullanilan en yaygin katilar silika jel (SiO; x H,O) ve
alumina (Al,O3 x H,O) dir. Bu adsorbentlerin her ikiside polar olmalarina ragmen
alumina daha fazla polar, silika ise daha fazla asidiktir. Ayrica aluminanin nétral,
bazik ve asidik formlart da mevcuttur. TLC, duyarli, hizli, basit, ucuz bir analitik
tekniktir. TLC ayrica bir mikro tekniktir; 1 den 100x10° ¢ a kadar biiyiikliikteki

numune boyutlarina ragmen 10g kadar miktardaki her madde tespit edilebilir.
y g g P

TLC, adsorbent ile kaplanmis cam, plastik yada aliiminyum
plakalarin u¢ kismina yakin bir yere analiz edilecek numunenin damlatilmasim
gerektirir. Bu plaka dibinde az miktarda solvent bulunan bir kromatografi tankina
daldirtlir. Plakadaki adsorbanin iist ucuna dogru kapillar etki yardimiyla solventin

ilerlemesiyle solventte ¢Gziinmiis bilesik karisiminin sabit adsorbent faz arasinda
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ayirict dagilimi gergeklesir. Daha kesin olarak, karigimdaki belirli bilesikler sabit
faza tutunurlar, hareketli fazda daha az zaman gegirirler ve plakanin listiine dogru

daha yavas hareket eder.

Numunenin yiirtidiigii solvent plakanin iist kismina yada yakinina
ulagtifinda sonra plakalar tanktan g¢ikarilarak kurutulur ve farkli tekniklerle
(yakma gibi) numunedeki bilesikler plaka tizerinde “nokta” seklinde goriiniir hale
getirilir. Bu noktalarin nispi pozisyonlart 6zel bir bilesik yada standart

kullanilarak hem tanimlanir hem de daha sonra miktarsal olarak analiz edilebilir

(lazer dansitometrik analiz gibi)”'.

Lipozomlar

Lipozomlar, hiicre membrani ile uyumlu lipid tagtyicilardir®.
Kolloidal tasiyici sistemlerden biri olan lipozomlar, yaklasik 0.02-3.5um ¢apinda

kiiresel vezikiillerdir. Lipid ¢ift tabaka ve sulu faz olmak tlizere iki kisimdan

olusurlar. Lipid ¢ift tabaka tek veya ¢ok sayida olabilir’.

AT
S
"’W} vk
£ )
) ﬁ;&:

Sekil 1 . Lipozomun sematik ve mikroskobik goriintiisii.
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Etkin maddelerin lipozomlanmasinin baslica avantajlar1 soyle
stralanabilir:

1. Viicudun yapitasi olan fosfolipitten olustuklar1 i¢in biyolojik olarak yikilirlar,
immiinojenik ve toksik etki gostermezler.

2. Kiigiik dozlarla terapotik etki saglarlar.

3. Etkin madde plazma diizeyini istenilen siire terapotik degerde tutabilirler.

4. Dozlama araligin1 uzatirlar.

5. Yan ve toksik etkileri ¢ok azaltir veya ortadan kaldirirlar.

6. Etkin maddeyi enzimatik etkilerden korurlar.

7. Yarilanma 6mrii kisa olan maddelerin yarilanma dmriinii uzatirlar.

8. Suda ve yagda ¢oziinen etkin maddeleri tagtyabilirler.

9. llaci hedef bélgeye gatiirebilirler’”.

Lipozomlarin  lipit tabakasi baslica dogal ve sentetik
fosfolipitlerden olusur. Fosfolipitler amfoterik 6zellikte maddelerdir. Molekiiliin
hidrofilik bas kismu ve hidrofobik hidrokarbon zinciri vardir. Fosfolipitlerin
icerdikleri baslica doymamus yag asitleri, oleik asit, linoleik, linolenik ve
arasidonik asitler, doymus yag asitleri ise laurik, miristik, palmitik, stearik ve
arasidik asitlerdir. En ¢ok kullanilan dogal ve sentetik fosfolipitler; yumurta veya
soya fosfotidilkolin, dipalmitoilfosfotidilkolin, distearilfosfotidilkolin,

fosfotidilserin, fosfotidilinositol, fosfotidiletanolamin ve sﬁngomyelindir72.



-50-

R, A
C CH-
0 (O=C=-H O CH-
®: o L - H £
i fu‘ %{';; O {-, \ € ’1\’3
O 'O H:  CH,

Sekil 2 . Fosfotidilkolin molekiilii.

Lipit tabakanin ozelliklerinde degisiklik yapmak igin bazi
maddeler ilave edilir. Sterollerin katilmasi ile lipit tabakanin gegirgenligi azaltilir.
Steroller arasinda en yaygin kullanilan kolesteroldiir. Kolesterol lipit tabakanin
kan proteinleri (albumin, makroglobulin) ile birlesmesini engeller. Zira bu
proteinler lipozomun stabilitesini bozarak iglerindeki maddelerin salinimina

neden olurlar’?.

H3C /\/\ CH3
\ CH3

CHs \/

HO

Sekil 3. Kolesterol molekiilii.
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GEREC VE YONTEM
Geregler
KIMYASAL MALZEMELER
Akrilamid (Sigma) L-D-fosfatidil serin (Sigma)
Amonyum per siilfat (Merck) L--fostatidil kolin (Sigma)
Asetik asit (Merck) Galaktoserebrosit (Sigma)
Bakir stilfat (Merck) Gliserin (Sigma)
Bisakrilamid (Sigma) Glisin (Sigma)
Brusella Agar besiyeri (Fluka) Gluteraldehit (Merck)
Brusella Broth besiyeri (Difco) n-Hexan (HPLC Grade) (Merck)

Brucella melitensis REV1 as1 susu  Gilimis nitrat (Merck)
(Pendik Veteriner Enstitlisii)

Brucella  melitensis tip aglitinasyon HCI (Merck)

antijent (RSHM)
CuSO,4 (Merck) Kloroform (HPLC Grade) (Merck)
Dietil eter (HPLC Grade) (Merck) Kolesterol (Sigma C 8667, 5 gr)

DPPC (Dipalmitoil fosfotidil kolin) Kolesterol 3-siilfat (Sigma)

(Sigma)

Etil Alkol (%96) (Sigma) Kolesteril oleat (Sigma)
Fareler (RSHM) Kristal Viyole (Merck)
Formaldehit (Calbiochem) Lugol (Iyot eriyigi)

Fosforik asit (Merck) Metanol (HPLC Grade) (Merck)



Na;EDTA (Sigma)
n-Biitanol (Merck)

2XOrnek tamponu (Sigma)

Palmitik asit (Sigma)

Safranin (Merck)

Seramid (Sigma)

Sigir Serum Albumini (Sigma)

Sodyum asetat (Merck)
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Sodyum dodesil siilfat (SDS) (Merck)
Sodyum karbonat (Merck)

Sodyum tiyostilfat (5.H,0)
(J.T.Baker)

Squalen (Sigma)

TEMED (Sigma)

Triolein (Sigma)

Tris (Trizma base) (Sigma)

CIHAZLAR

Calkalayict (Memmert)

EDTA’l1 deney tiipii (Becton Dickonson)

Elektroforez aleti (BioRad Protean® 2xi

Cell)
Gii¢ kaynag (BioRad Power Pac 1000)
Hassas terazi (Denwer Instruments)

Etiiv (Jouan)

Koruyucu maske 3M (9322 EN149:2001

FFP2)
Mikroskop (Olympus)

Pasteur Firint (Heraeus)

Pipet tabancas: (Powerpette)
Santrifiyj (12.000 g) (Jouan)

Santrifiy (100.000 g) (Beckmann)

Santrifiij (Hettich Zentrifungen)

Su banyosu (Schwabach FRG)
Sogutucu (PMC)

TLC Plagi (Merck, 20x20 cm, Silica
Gel)

TLC tanki (CAMAG)
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Yontem

Brucella melitensis susunun tiretilmesi, saflik kontrolii ve saklanmasi

1.

T.C. Tarim ve Kd&yisleri Bakanlhigt Pendik Veteriner Kontrol ve Arastirma
Enstitiisti’nden 200 doz Brucella melitensis REV1 as1 susu temin edildi.
Brusella Agar besiyeri uygun miktarda tartildi ve distile su ile tamamlanarak
su banyosunda homojenize edildi. Homojenize edilen besiyeri otoklavda
121°C’de 15 dakika siire ile sterilize edildi. Steril besiyeri, Pasteur firminda
180°C’de 60 dakika siire ile steril edilen petrilere dokiildi.

Brucella melitensis as1 susu steril serum fizyolojik ile ¢oziildiikkten sonra,
Brusella agar besiyerlerine tek koloni ekim yontemi ile ekim yapildi. 3-4 giin
37°C’de oksijenli ortamda inkiibe edildi.

Ureyen bakteriler Gram boyama yontemi ile boyandi. Lan'l lizerine serum
fizyolojik damlatildiktan sonra saf kolonilerden alinan bakteri serum
fizyolojik icinde siispanse edildi ve kurumaya birakildi. Kuruyan preperat 3-4
kez alevden gegirilerek fikse edildi. Preperatin iizerine kristal viyole dokiilerek
1 dakika beklendi ve su ile yikandi. Preperatin {izerine lugol dokiilerek 1
dakika beklendi ve su ile yikandi. Dekolorizasyon i¢in 1:1 oraninda etil
alkol:aseton karisimi uygulandi ve 30 saniye sonra su ile yikandi. Son olarak
bazik fuksin ile 30 saniye boyandi ve su ile yikandi. Boyalt preparat

mikroskopta 100X objektifte incelendi.
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Sekil 4. Gram Boyama Yontemi

5. Sal oldugu mikroskobi ile kontrol edilen mikroorganizma kiltiiriinden,
Brusella sivi besiyeri igeren 1.5ml'lik ependorf tiiplere alindi ve iizerine

otoklavda steril edilen gliserin eklenerck -20°C"de sakland.

Se

kil 5. Brucella melitensis’in mikroskop gériintiisii
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Brucella melitensis suyunun canlandiidmast ve S kolonilerin saptanmasi

Stoklanmig olan bakteriler. Brusella agar besiyerinde, 37°C"de.
oksijenli ortamda canlandinldi. Her canlandirma islemi sonrasinda koloniler
biiviiteg ile incelenerck diizgtin kenarli 8™ koloniler oldugu ve Gram boyama
vapilarak da kiiltiriin sal” oldugu konfirme edildi. Diizgiin kenarli olmayan “R”
koloni olugturan bakteriler ¢alismaya alinmadi. Bakterinin sal oldugu konfirme

edildikten sonra daha fazla sayida pasajlanarak aym kogullarda iiretildi.

z . i 73
Brucella melitensis susunun ¢ogaltlip diy membranmm elde edilmesi

1. Inkiibasyon sonras1 bakterilerin tiremis oldugu besiveri tizerine Iml steril serum
fizyolojik eklenerek yikandi ve wvikanu, steril santrifiij tiiplerine alindi. Bakteri
siispansiyonu santrifiij tiiplerine alimmadan éince santrifiij tiiptiniin daras: alind,

2. Her santrifiij tiipiine 10ml vikant sivisi eklendi, Tiipler diigiik devirde (2000
rpm) santrifitj edilip siipernatan ks auldr ve tipler tekrar tartildi. Béylece
bakteri yag agirhifi tespit edildi,

3. 30 g yas bakteri hiicresi 300ml serum fizyolojik ile karistirilarak 12.000 g'de 15
dakika santrifiij edildi. Stipernatan ayn ™,

4. Elde edilen bu siipernatan, 100,000 g'de 5 saat santrifiij edildi ve pelet ependorf
tiiplere alinip liyofilize edildi™,

5. Bdylece bakterinin lipopolisakkarit, fosfolipid ve dig membran proteinlerini
igeren, antijenik dzellikieki ckstrakt elde edildi ve lipozomla kaplamak amaciyla

livolilize sekilde +4°C de sakland,
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Brucella melitensis diy membran ekstraktinin SDS-PAGE ve TLC yontemleriyle

dogrulanmasi

Elde edilen antijen iginde, amaglandifn gibi Brusella dig membran
proteinlerinin ve lipidlerin varhiginin dogrulanmasi i¢in Sodyum dodesil siilfat
poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) ve Ince tabaka kromatografisi (TLC)

yontemleri kullamidi,

1. SDS-PAGE Yiéntemi:

Elekroforezin Ystglllgl14

Cam plakalar  (22x20cm); 1.5mm  kalinhgindaki spacerlar,
plakalarin her iki kenan boyunca yerlestirilerek bir araya getirildi,

Cam plakalarin arasina bir miktar ayirict jel eklenip sizdirma olup
olmadigr kontrol edildikten sonra S0mI’lik hir enjektdr yardimiyla hava kabarcig
olusturmadan cam tabakalarin arasina dolduruldu, Doldurma islemine iist kenara

Tem kalincaya kadar devam edildi.

Sekil 6. Cam plakalarin biraraya getirilmesi.  Sekil 7. Ayirier jelin eklenmesi.
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50 ml n-biitanol tizerine 5 ml distile su ilave edildi. Soliisyon
kuvvetlice ¢alkalandi ve dist faz alinarak suya doyurulmus biitanol hazirlandi. Jel
dékiildiikten sonra 1ml’lik enjektor ile jelin yiizeyinde suya doyurulmus biitanol
ile ince bir tabaka olugturuldu. Bylece diiz bir polimerizasyon hatti olusturulmas:

amaglandi.

N

Sekil 8. Jelin ylizeyine suya doyurulmus Sekil 9. Taragin yerlestirilmesi
biitanol eklenmesi

2 saal beklendikten sonra tist kisimdaki su stizgee kagidiyla alindy
ve wigier jel hazirlamp enjektér ile doktldi. Hemen ardindan 1.5mm
kahnhigindaki taraklar yerlestirilip. polimerizasyon igin 3 saat beklendi.

72g glisin, 2.5 SDS ve 15.15g Tris distile su ile 5 litreye
tamamlanarak, pH=8.3 olan tris-glisin-elektrot tamponu hazirlandi. Jel polimerize
olduktan sonra taraklar ¢ikarihp polimerizasyon artiklarini uzaklasirmak icin
kuyucuklar 3 kez tris-glisin-elektrot tamponu ile yikandi. Yikama sonras:

kuyucuklar ayni tamponla dolduruldu,
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Tablo 3 . SDS-PAGE jellerinin kompozisyonlary

Ayirer Jel Yigen Jel
(% 1) (%3)
Distile su (ml) 6 18.05
Tris-HCI pH 8.8 (ml) 1 -
Tris-HC pH 6.8 (ml) - 7.5
% 10 SDS (ul)’ 400 300
Akrilamid stok (ml)"” 13.4 4
Diegaze edildi
%10 APS (ul)™" 200 150
TEMED (pl) 20 30

"o 10 (v Sodyum Diodesil Salfac (SDS1 10 ¢ SDS 50 ml distile suda hafitee kanstolarak goeildi ve wplam hacim
distile su ibe 1000 mI" ve tamanmlands

 Akriland Stok Solisyonu (%0 300 146 ¢ akeilamid ve 04 1 N NSmetden bisakelimid 50 ml° ve distile suyl

v ve manyenk Kivgtioes vardwmyla 30 dakika stireyle kanstmbdn, Sozgeg kagidmdan gegimlerck saaildi. koye
renkl gisede 4 "C7 de mubalne edildi
P00 v Aaioryuim Persiilfat GAPSY L0 e amonyim perstifan dacine 1l distite su ilive edildi. Kollannadan

Tremnen dnce, tee olarak hagrands

cH,-cH = CHy= CH = CH,~ CH - CHy= CH - CHy-
CH,~CH f'ﬁ £=0 C=0 C=0
i i i i i
¢ ) HH, HH, NH
NH, 'i—-Hr |
Akrilamid o $H?
" ceo H, W, e
Ry c=0 c=0 =0
" 1 i |
MM metilen bisakrilamid = CH,- CH - CH,- CH - CH_,- CH - CH,-
Sekil 10. Akrilamid ve N N'-metilen Sekil 11. Poliakrilamid jelin

bisakrilamid” in kimyasal vapisi, kimyasal yapisi.



-61-

Elektroforez islemi i¢in numunenin hazirlanmasi

1200 pl metanok:su (1:1)da eritilmig ve iginde Brusella dis membran antijeni
igeren numune alindi. Uzerine 400 ul metanol. 200pl distile su ve 200pl
kloroform eklendi. lyice vortekslendi. Numune iizerine tekrar 200p0 kloroform
eklendi. 30 sanive vortekslendi.

21000 g'de 1 dakika santrifiij edildikien sonra metanol ve kloroform fazlar
ayrildi. Bu fazlarin arasinda kalan faz numunedeki proteinleri iceren faz olarak
ayrildi.

3.Metanolii ugurmak igin 90-100 “C"de su banyosunda bekletildi. Bu isleme. ttip
icindeki madde miktan var yariva azalincaya kadar devam edildi.

4.Metanolii  ueurulmus  numune  dizerine 2X Gmek  tamponu  eklendi  ve
vortekslendi.

Numunelere 2X ek tamponu eklendi ve kuyucuklara uygulandi,

1234‘56‘7‘

1 nolu kuyueuk: drnek tamponu (40ul)

2 nolu kuyucuk: numune (25ul)

3 nolu kuyucuk: drnek tamponu (40pl)

4 nolu kuyucuk: 20 ng BSA (40ul)

5 nolu kuyucuk: drnek tamponu (40ul)

6 nolu kuyucuk: marker (30ul) (10 ng BSA)

7 nolu kuyueuk: drnek tamponu (40p1)
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Standart protein olarak hem Sigir serum albuminin (BSA) degisik
konsantrasyonlart hem de molekiiler agirhklari bilinen proteinler (albumin,
ovalbumin, karbonik anhidraz) igeren marker kullamldi Omek tamponu
eklendikten sonra disiilfit baglarinin agilmast i¢in tiim tiipler 100 °C"de 1-2 dakika

bekletildi,

Tablo 4. Protein Standartindaki Molekiiler Agirhik Dagihmlar:.

Protein Molekiiler agirlik (kDa)
ALBUMIN (BSA) 06
OVALBUMIN 45
KARBONIK ANHIDRAZ 29

Sekil 12. Orneklerin yiiklenmesi



5

Ornekler viiklendikten sonra 40mA/jel sabit akimda yaklagik 5 saat

siireyle elektroforez islemi yapildi.

Sekil 14. Otuzdirdiineii dakikada elektrolorez aleti ve jelin goriintiisii

Sekil 15. Birbuguk saat sonra elektroforez aleti ve jelin goriintiisii




6

Sekil 16. [kibuguk saat sonra elekiroforez aleti ve jelin goriintiisii

Tablo 5. Elektroforez sonrast, jelin glimilg boyama ydntemi ile bay:mnl-m“.

Sekil 17. Ugbuguk saat sonra elektroforez aleti ve jelin goriintiisii

Adim Soliisyon Siire
Sabitleme Sabitleyici 30 dk

Y ikama Deivonize su 30 dk
Duyarlilagtirma Duyarlilagtirics 60 dk
Yikama Deiyonize su 4% 10dk
Glimily Giimilg nitrat 30 dk
Yikama Deiyonize su 30 sn
Gelistirme Geligtirici 5dk

Y ikama Deiyonize su 5% 20sn
Durdurma Durdurma ayiraci 5 dk
Yikama Dieiyonize su 2x10dk
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Sabitleme soliisyonu: %40 etanolden 400ml, %10 asetik asitten
100m] eklenip distile su ile 1 litreye tamamlands,

Yikama: Distile su ile yapldi.

Sekil 19.Y1kama

Sekil 20. Duyarhlagtirma Sekil 21. Durdurma

Duyarhilagtirma soliisyonu: %30 etanol(v/v)'den 300ml, %6.8'1ik
sodyum asetat(w/v)'dan 68gr ve %0.2 sodyum tiosiilfat. 5H;O(w/v)'dan 2gr
eklenip distile su ile 1 litreye tamamlandi. Son anda %25 gluteraldehitten %0.125
(her 100mllik stok igin 0.5ml olacak gekilde) eklendi.

Giimiis sollisyonu: %0.25 (w/v)'lik 25 gr giimiis nitrat distile su ile
1 litreye tamamlanip son anda %37°1ik formaldehitten %60.015 (her 100ml’lik stok

igin 40ul olacak sekilde) eklendi.
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Geligtirme soliisyonu: %2.5 (w/v)'lik 25 gr sodyum  karbonat
distile su ile 1 litreve tamamlamir ve son anda %37'lik formaldehitten %0.0074
(her 100mI’lik stok igin 20p! olacak sekilde) cklendi.
Durdurma ayract: %o 1.5 Na;EDTA dan | 5gr distile su ile 1 litreve tamamlandi.
Proteinlerin- molekiil  agirhklanmin hesaplanmasi, molekiil
agirhklar bilinen  standart proteinlerin. molekiil agirliklar ve jeldeki  gig
mesafelerivie iligkili olarak semi-logaritmik kagit fizerine gizilen dogrusal bir

grafik yardimiyla dmek proteinin molekiil agirli@inm saptanmast esasina dayanir:

A. Omek tamponunun uygulama noktasindan elektroforez sonunda gie ettigi
noktaya kadar olan mesafesi dlgtldi.

B. Molekiil agrliklar bilinen standart proteinlerin uygulama noktasindan
clektroforez sonunda gi¢ ettigi noktaya kadar olan mesafeleri algiildi.

C. Her standart protein igin RI degeri hesaplandi. Bunun icin agagidaki formil

kullamildi:

Proteinin ab¢ ettigi mesafe

Boyanin gdg ettigi mesafe
a. Semi-logaritmik kagit iizerinde. X ckseni REY ckseni molekiiler agirhik olmak
iizere degerler isaretlendi.
b. Bir cetvel yardimiyla en fazla noktadan gegecek sekilde bir dogru gizildi.
¢. Bilinmeyen proteinin Rf degeri hesaplanarak grafik vardimyla molekil agirhg

hesapland:.



-67-

2. Lipozom Formiilasyonlarimim Hazirlanmas:

10mg kolesterol ve 10mg dipalmitoilfosfotidilkalin (DPPC). 10ml
metanolde vuvarlak dipli bir balon iginde ¢aziildiikten sonra 45°C"de rotavaporda
uguruldu. Bu sekilde cam balonun ¢eperinde ince bir lipid tabakasi elde edildi.
Daha sonra Brusella dis membraniny igeren 10ml gdzelti vine rotavaporda 45°C de
bu ince lilm iizerine vavas vavas ilave edildi ve hepsi ilave edildikten sonra
vortekste 5 dakika kanistirldi. Bu sekilde ¢ok tabakali lipozom elde edildi.

Tablo 6. Kullamlan lipidler ve oranlar

Kolesteral DPPC
Kontrol - -

Formill 10mg I0mg

3. Ince Tabaka Kromatogralisi:

Ince tabaka kromatograli. 20X20 em Silika Jel 60 F254 TLC
plakasi  kullanlarak  gergeklegtirildi.  Yiiriitme  sirasinda  goziicti  olarak
metanol:kloroform:su (20:93:1) kullamldi. Plak tizerindeki noktalar %8 fosforik
asit icerisindeki %3°lik CuSOy kullamlarak ve sicak plakada yakilarak goriiniir

hale getirildi.

Omegin Islenmesi

1. Asama: Omek tizerine 2 ml dietil eter eklendi ve tip kapagi
kapatlarak kuvvetlice ¢alkalandi. ldakika beklendikten sonra iist faz olan eter

fazr ayr bir tiipe alindi. Bu iglem 3-4 defa tekrarlands,
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2. Agama: 0.5 ml 6rnek {istiine 2 ml metanol, 1 ml distile su ve 1
ml kloroform eklendi ve tiip kapagi kapatlarak kuvvetlice ¢alkalandi. Kisa bir
santrifiigasyondan sonra (2000xg' de i') iist faz olan metanol faz1 ve alt faz olan
kloroform fazi ayr ayn tiiplere alindi. Bu islem 3-4 defa tekrarlandi.

3. Asama: Tiiplerin igerikleri (Eter, metanol ve kloroform) azot
gaz1 altinda uguruldu, ve aym solventte (100 ul) ¢ozildii.

4. Asama: Bog lipozom 200 ul metanol ve 200 ul distile su

eklenerek pargaland.

5.Tiim numuneler Sekil 28' deki sira ve miktara gére TLC plagma

uyguland..
——= Dietil eter . Metanol
ORNEK
ORNEK
—= Kloroform
1. asama
Azot gan

IIL asamsa IV. agama

Sekil 22, TLC' ne uygulanacak numunelerin islenmesi
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Hayvan Denevieri

Calismamzda, Gazi Universitesi Deney  Hayvanlan Ftik Kurulu
Bagkanhgrmn 3.30.2.GUN.O.EL00.00/77-17292 savili izni ile, bagisik yanitin
daha kisa siirede olustugu digi fareler kullanilmigtie. Fareler 20£2 g agirh@inda ve
6 (alu) haftahkur.

Rodentia takimi, Myomorpha alttakimi. Muroidea ailesi. Muridea
cinsine ait Mus muscilus (irt fareler. 1 (bir) halta siire ile karantinada tatulmus ve
saglikh oldugu gozlenen ve bu hafta stiresince agurhiklarnnda azalma olmayan
fareler ¢alismaya alhmmustr.

Caligmaya alinan fareler ile 8 (sekiz) fareden olugan toplam 6 (alt) deney
grubu olugturulmugtur. Deney gruplanindaki fareler taruldiktan sonra Kruskal-
Wallis testi uygulanip gruplar arasinda fare agirhklar bakimindan anlamh bir
farklibik bulunmadigi (p=0.245) saptanarak deneye devam edilmistir,

Birinet grup: Elde edilen dis membran antijeninin verildigi grup

Ikinci grup: Bos lipozom verilen grup

Ulgtincii grup: Canli atteniie Brucella melitensis REV-1 agistnin verildigi grup
Dirdiineii grup: Lipozomla kaplanmis dis membran antijeninin verildigi grup
Besinci grup: Lipozomla kaplanmug Canh attentie Brucella melitensis REV-1
astsiin verildigi grup

Altiner grup: Serum fizyolojik verilen kontrol grubu
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Inokiilasyon

1. Farelere verilecek olan maddeler 200pg/fare olacak sekilde subkutan olarak
verildi™.

2. Fareler 3 hafia siire ile sabit sicaklik ve ortam kosullarinda tutuldu,

Kan alma

I. 3 hafta sonra eter ile bayiulan farelerin kalbinden steril enjektdr ile EDTA D

tiiplere kan alindi,

Sekil 23. Famdcn.kn almmas.l.
2. Alinan kanlar 2500 rpm’de 10 dakika siire ile santrifiij edilip serumlar ayrildi.
Dalaklarin Cikarilmasi

I. Fareler servikal dislokasyon ile éldiiriildi ve aseptik kosullarda dalaklar

alinarak formol i¢inde sakland.

Sekil 24, Farelerin dalaklarinin ¢ikartilmasi
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Sekil 25, Wright agliitinasyon testinin sematik olarak gsterimi.
: £l b § B

1. Wright agliitinasyon yintemi ile alinan serumlarda Brucella melitensis antikoru
varhi@ aragticild,,

Bir tip tagivicisina 10 adetlik bir dizi tip siralandi. Bunlardan
birincisine 0.8 digerlerine 0.5%er ml serum fizyolojik dagiuldi. Birinci tiipe fare
serumundan 0.2 ml kondu. Yeni bir pipetle birkag kez kanstirildiktan sonra bu
tiipten 0.5ml ikinei tipe aktanldi. Aym pipet kullantlarak bu kez aym gekilde
ikinei tiipten ligtinciive ve bu gekilde sondan bir neeki tlipe kadar tiipten tiipe

0.5ml aktanldi. Sondan bir énceki bu tiipten disarya 0.5ml atldi. Son tiipe serum
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konmadi. Bu gekilde serumun ¢ift sulandirimlan (1:10, 1:20, 1:40, 1:80...vb.) elde
edildi. Antijen siispansiyonu iyice karistirtldiktan sonra tiim tiiplere 0.5ml antijen
ilave edildi. Bu islemle tiiplerdeki serum sulandirimlart birer kat daha artmis oldu.
Ttpler calkalanarak karistirildt ve 37°C’de 48 saat bekletildi. Sonuglarin
okunmasindan once antijen kontrol tiipiiniin agliitinasyon vermemis oldugu
kontrol edildi. Sonra diger tiiplere bakilarak agliitinasyon sonuglar1 okundu ve

titreler kaydedildi®*>.

Istatistiksel Analiz
Elde edilen sonuglar istatistiksel olarak incelendi ve deney gruplart

arasinda sonuglar bakimindan anlamli bir iligki olup olmadig: arastirilds.
Parolojik Degerlendirme

Brusella infeksiyonuna bagl bir patoloji olusup olusmadiginin anlasilmasi

icin, alinan dalak 6rnekleri patolojik olarak incelendi.

BULGULAR

1. SDS-PAGE BULGULARI

Proteinin go¢ et_tiﬁi mesafe

Boyanin gb¢ ettigi mesafe
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Biitiin proteinlerin go¢ ettikleri mesafeler dlgiilerek formiile gére
standart olarak kullamlan proteinlerin Rf degerleri asagidaki sekilde hesaplandi.

a. M.A=29 kDa kD2
Gog ettigi mesafe=8.75 cm
Rf=8.75/12.85=0.6809

b.M.A=45 kDa
Gog ettigi mesafe=5.9 cm
Rf=5.9/12.85=0.4591

¢.M.A=66 kDa

Gdg ettigi mesafe=3.75 cm

Rf=3.75/12.85=0.2918

1 2 3

Sekil 26. Brucella melitensis Revl membran

proteinlere ait SDS-PAGE elektroforetogrami
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Tablo 7. Standart proteinlerin ve ekstrakta yer alan proteinlerin molekiiler

agirliklar ve Rf degerleri.
kDa log10(KD) RF
29 1,462398 0,6809
45 1.653213 0,4591
66 1.819544 0,2918
161,1 2,207019 0,1089
132,9 2,123733 0,16731
26,25 1,41911 0,66147
24,9 1,396905 0,677043
19,0 1,280391 0,758755
17,9 1,25265 0,77821
13,2 1,119492 0,871595
11,3 1,052913 0,918288
10,2 1,008527 0,949416
8,9 0,953045 0,988327

Standart proteinlerin molekiil agirliklart ve Rf degerleri

kullanilarak logaritmik kagit iizerinde lineer bir grafik ¢izildi.
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Sekil 27. Proteinlerin molekiiler agirliklarinin hesaplanmasinda kullanilan standart

grafigi.

Ekstraktta yer alan proteinlerin Rf degerleri asagidaki sekilde hesaplandi.
a. Rfi=1.4cm/12.85¢cm=0.1089
b. Rf;=2.15cm/12.85cm=0.16731
c. Rf3=8.5cm/12.85cm=0.66147
d. Rfy=8.7cm/12.5cm=0,677043
e. Rf5=9.75cm/12.5¢cm=0,758755
f. Rfg=10cm/12.5¢cm=0,77821
g. Rfy=11.2cm/12.5cm=0,871595
h. Rfg=11.8cm/12.5cm=0,918288
i. Rfy=12.2c¢m/12.5cm=0,949416
j- Rf19=12.7cm/12.5cm=0,988327
Hesaplanan Rf degerleri sekildeki grafige yerlestirilerek proteinlerin molekiiler

agirliklar hesaplandi.
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M.A.=161,0718 kDa, M.A,=132,9636 kDa, M.A.3=26,24883 KkDa,
M.A.;=24,94047 kDa, M.As=19,07179 kDa, M.A.s~=17,89164 KkDa,
M.A.7=13,16716 kDa, M.A.s=11,2957 kDa, M.Ax=10,19829 KkDa,

M.A.10=8,975214 kDa olarak bulundu.

2. TLC BULGULARI

UN, Uygulama noktast; PC, Fosfatidilkolin; PS, Fosfatidilserin; KS: Kolesterol-3-silfat; S, Seramit; KOL, Kolesterol; YA,
Yag asiti; TG, Triagilgliserol; KE, Kolesterol esteri(kolesteriloleat); Sq, Squalen.

1. Fosfotidil kolin (2x5 pl), 2. Kolesterol (2x5 ul), 3. Fosfotidil kolin + kolesterol (2x5 pl (her birinden)), 4. Lipozom (2x5
ul), 5. Lipozom (3x5 ul), 6. Brusella dig membran: antijeni (Kloroform fazi1) (2x5 pl), 7. Brusella dig membrant antijeni

(Eter faz1) (2x5 ul), 8. Brusella dig membrani antijeni (Metanol fazi) (2x5 ul)

e __oe

Sekil 28. Ince tabaka kromatografisi sonucunda numunelerin goriiniimii.
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Lipozom yapisindaki fosfolipid ve kolesterole ilaveten goriilen

yag asiti bantinin bakteriye ait oldugu diistiniilmektedir. Bdylece membramn lipid

yapisinin varligi ortaya koyulmustur.

3. FARELERLE YAPILAN DENEY SONUCLARI

Tablo. 8 Grup 1 de yer alan farelerin agirhiklari, dalak agirhiklan ve antikor

titreleri.

gaffs VERIiLEN AJAN: Brucella Dig Membran

FARE FARE AGIRLIGI DALAK ANTIKOR
NO BASLANGIC | 1.HAFTA 2 HAFTA 3.HAFTA AGIRLIGI | TITRESI
2 19.5 gr 20.5gr 220gr 22.5gr 0.092 gr 1/640

3 215 gr 23 gr 23.5¢gr 23 gr 0.088 gr 1/80

4 20 gr 24 gr 255gr 27er 0.162 gr 1/1280

11 20 gr 235 gr 26.0 gr 28 gr 0.144 gr 1/1280

12 20.5 gr Bgr 230gr 27ar 0.081 gr 1/640

41 20 gr 225 ¢gr 23 gr 23 gr 1/640

45 2L.5¢gr 2gr 25gr Bgr 1/640

46 21 gr 215 gr 225¢gr 235 ¢gr 1/1280

Tablo 9. Grup 2 de yer alan farelerin agirhiklari, dalak agirliklan ve antikor

titreleri.

gS-FES VERILEN AJAN: Bos lipozom

FARE | FARE AGIRLICT DALAK ANTIKOR
NO BASLANGIC | L.HAFTA 2 HAFTA 3.HAFTA AGIRLIGI | TITRESI
1 18 gr 20 gr 20 235 gr 0.047 gr e

5 18 gr Ber 255g 285gr 0.118 gr ©

6 175 gr 2ler 200 gr 215gr 0.106 gr )

8 7 20¢r 205¢r 205gr 0.034 gr ©

9 18 r 2gr 240gr 245gr 0.085 gr ©

10 175 gr 205 gr 2.0gr B5gr 0.059 gr e

16 185 gr 25gr 250¢r 26 g 0.103 gr ©

17 19.5 ¢ B35 2US5gr 265 gr 0.079 gr )
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Tablo 10. Grup 3 de yer alan farelerin agirliklari, dalak agirhiklann ve antikor

titreleri.

ggF;:S VERILEN AJAN: Lipozomla kaplanmus Brucella melitensis REV-1 agis)

FARE FARE AGIRLIGI DALAK ANTIKOR
NO BASLANGIC | 1.HAFTA 2 HAFTA 3.HAFTA AGIRLIGI | TITRESI
5 18 gr 20 gr 220¢gr 22 ¢er 0.102 gr )

21 19 gr 21.58r 235¢gr 25 gr 0.099 gr )

23 19.5gr 2¢r 235¢gr 255 gr 0.042 gr “)

24 19.5 gr 25gr 240 gr 255 ar 0.042 gr ©

25 20 gr 21.5gr 240 gr 24 gr 0.087 gr )

26 19.5 gr 21 gr 23.5¢gr 255 gr 0.088 gr )

27 19.5 gr 21 gr 25gr 25.5gr 0.109 gr )

28 18 gr 21 gr 21.0gr 26.5 gr 0.064 gr )

Tablo 11. Grup 4 de yer alan farelerin agirliklari, dalak agirliklar1 ve antikor

titreleri.

ggpfs VERILEN AJAN: Lipozomla kaplanans Brucella melitensis dig membran

FARE FARE AGIRLIGI DALAK ANTIKOR
NO BASLANGIC | I.HAFTA 2 HAFTA 3.HAFTA AGIRLIGI | TITRESI
18 16 gr 20 gr 20.5 gr 21.5gr 0.064 gr 1/2560

19 17 gr 23¢gr 240 gr 26.5 gr 0.071 gr 1/5120
20 19 gr 20.5 gr 20.5 gr 23 gr 0.031 gr 1/2560
22 16 gr 205 gr 16.5 gr 175 gr 0.003 gr 1/5120
29 16 gr 20 gr 20.5 gr 20.5 gr 0.010 gr 1/1280
30 21 gr 25¢er 235¢r 24.5 gr 0.101 gr 1/5120
31 19.5 gr 21.5gr 21.5 gr 235gr 0.067 gr 1/5120
33 19.5 gr 2t gr 220 gr 24.5gr 0.079 gr 1/1280
34 19 gr 205 gr 210¢gr 23gr 0.075 gr 1/5120
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Tablo 12. Grup 5 de yer alan farelerin agirliklari, dalak agirliklar1 ve antikor

titreleri.

ggfs'ﬂs VERILEN AJAN: Brucella melitensis REV-1 agisi

FARE FARE AGIRLIGI DALAK ANTIKOR
NO BASLANGIC | I.HAFTA 2.HAFTA 3.HAFTA AGIRLIGI | TITRESI
7 18.5 gr 2er 25.0 gr 28.5gr 0218 gr 1/640

13 17.5 gr 20.5 gr 220 gr 20 gr 0.032 gr 1/640

14 17gr 2lgr 230gr 255gr 0.086 gr 171280
36 15 gr 205 gr 16.5 gr 19.5 gr 0.023 gr 1/1280
37 16 gr 215gr 230¢r 255¢r 0.053 gr 1/640

38 14.5 gr 20 gr 19.0 gr 21.1 gr 0.037 gr 1/2560
39 15gr 20.5gr 21.5gr 2 or 0.050 gr 1/1280
47 17.5¢r 20 gr 20.5gr 213 gr 1/1280

Tablo 13. Grup 6 da yer alan farelerin agrliklari, dalak agirhiklar ve antikor

titreleri.

1':3:’61‘33 VERILEN AJAN: Serum fizyolojik

FARE FARE AGIRLIGI DALAK ANTIKOR
NO BASLANGIC | 1.HAFTA 2 HAFTA 3.HAFTA AGIRLIGI | TITRESI
32 17 gr 18.0 gr 20 gr 0.097 gr )

35 17 gr 18.0 gr 19 gr 0.070 gr )

40 16.5gr 16.5 gr 17 gr 0.064 gr )

42 18.5gr 19.5gr 20.5 gr 0.091 gr )

43 205 gr 215gr 225 gr 0.093 gr )

44 20 gr 2258r 235 ¢gr 0.087 gr -

18 18 gr 20.5 gr 19 gr 0.070 gr )

48 16.4 gr 16.8 gr 172 gr )

4. ISTATISTIKSEL ANALIZ BULGULARI

Kruskal-Wallis testi sonucunda gruplar arasinda antikor titresi
bakimindan anlamli fark bulunmustur (p=0). Mann-Whitney testi ile gruplar kendi
iclerinde degerlendirildiklerinde Grup 1 ile Grup 4 arasinda (p=0.001) ve Grup 4

ve Grup 5 arasinda (p=0.004) istatistiksel olarak anlamh fark bulunmustur. Yani
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yalnizca “Brusella Dig Membran1” verilen ve “lipozomla kaplanmis Brusella dig
membrani” verilen gruplar arasinda ve “canli atteniic Brucella melitensis REV-1
asis1” verilen ve “lipozomla kaplanmig Brusella dis membram™ verilen gruplar
arasinda antikor titresi bakimindan anlamli bir farklilik saptanmigtir. Ayrica Grup
1 ve Grup 6 arasinda (p=0), Grup 1 ve Grup 3 arasinda (p=0), Grup 1 ve Grup 2
arasinda (p=0), Grup 2 ve Grup 4 arasinda (p=0), Grup 2 ve Grup 5 arasinda
(p=0), Grup 3 ve Grup 4 arasinda (p=0), Grup 3 ve Grup 5 arasinda (p=0), Grup 4
ve Grup 6 arasinda (p=0) ve Grup 5 ve Grup 6 arasinda (p=0) istatistiksel olarak
anlaml fark bulunmustur.

Kruskal-Wallis testi sonucunda gruplar arasinda dalak agirliklar
bakimindan anlamh fark bulunmustur (p=0.038). Yapilan Mann-Whitney testi
sonucunda dalak agirliklart kiyaslandiginda grup 1 ve grup 4 arasinda (p=0.002)
ve grup 1 ve grup 5 arasinda (p=0.021) istatistiksel olarak anlamli bir fark

bulunmustur.

5. PATOLOJIK BULGULAR

Alinan dalak 6rneklerinden hazirlanan kesitlerin mikroskobik

incelemesinde herhangi bir patolojiye rastlanmadi.

TARTISMA

Bruselloz, diinyanin pek ¢ok iilkesinde yaygin ve ekonomik

yonden Snemli bir zoonotik hastaliktir. Ciddi ekonomik sorunlara neden olur’®,
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Hastalik; abortuslar, siit verimi kaybi, damizhik degeri kaybi, infertilite gibi
nedenlerle hayvansal iretimde kayiplara neden olurken infekte hayvanlarla
dogrudan temas veya kontamine siit ve siit iiriinlerinin tiiketilmesi sonucu da
onemli bir halk sagligi problemi olusturmaktadir. Brucella melitensis’in brusella
tirleri i¢inde insan i¢in en patojenik tiir olmas1 ve kirsal kesimde insanlarin
hayvanlarla yakin temasta olmalari nedeniyle koyun brusellozu iilkemizde insan
sagligina olumsuz etki bakimindan daha biiyiik dneme sahiptir'.

Agilama, serolojik identifikasyon ve hasta hayvanlarin izolasyonu,
eradikasyon igin en pratik yontemler olarak karsimiza ¢ikmaktadir’®.  Ancak
giinimiizde kullamlan B.abortus S19 ve B.melitensis REV-1 gibi canli atteniie
agilar, gebe hayvanlarda diisiiklere sebep olabildigi gibi insanlar i¢in de
virulandir’®®. Bu nedenle bu suslardan hazirlanan canli attentie tam bakteri agilar:
yerine, ¢aliymamizda oldugu gibi bakterinin komponentleriyle hazirlanan asilarin
kullanilmas1 hem hayvanlarda hem de insanlarda hastalia neden olma riski
tasimayacagindan imit vaad etmektedir. Bununla birlikte S koloni olusturan asi
suslan ile virulan sus antijenik olarak benzer oldugu igin S-LPS’e kars1 olusan
antikorlar Slgen serolojik testler ikisini ayirt edemezler'**"¢. Bunun sonucunda
da yapilan serolojik incelemelerde hayvanin hasta mi yoksa a1 ile korunmakta mi
oldugu anlagilamamaktadir®®. Bu nedenden geligtirilen RB51 asisi, B.abortus
2308 susunun bir “R” mutantidir. Rifampin igeren besiyerinde B.abortus 2308
susunun seri pasajlariyla elde edilir®””. Bu susun hiicre yiizeyinde O-polisakkarit
zinciri ekspresyonu olmadigindan serolojik testlerle ¢apraz reaksiyon vermedigi®
ve bu nedenle serolojik test ile pozitif olarak tespit edilen hayvanlarin hasta

hayvanlar oldugu diisiiniilmektedir'®’,
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Boschiroli ve ark.art 1997 yilinda yayinladiklar1 ¢aligmalarinda
hasta hayvanlar ile asili hayvanlarin serolojik olarak ayrilabilmesi igin bir
B.abortus S19 mutanti tammlam1$lard1r79. Bu c¢alismada 26kDa (Bp26)
agirthgindaki bir periplazmik proteinin hasta hayvanlarin serumunda yiiksek
diizeyde saptanirken agili hayvanlarin serumunda diisiik diizeyde bulundugu
bildirilmis ve bu proteini kodlayan gen plazmid araciliiyla B.abortus S19 susuna
aktarilmistir. Elde edilen M-1 mutantinin olugturdugu bagisik yanit, orijinal susun
olusturdugu bagisik yanit ile kiyaslanmis ve iki susun olugturdugu bagigik yanit
acisindan aralarinda anlamhi bir fark olmadigi ancak her ikisinin de koruyucu
yanit olusturdugu bildirilmistir. Calismada M-1 mutantinin asi1 olarak kullanildig:
taktirde bagisik yanit olusturdugu ve serolojik testler ile tanida hasta ve asili
hayvanlarin ayirt edilmesini sagladigi bildirilmistir’®. Cloeckaert ve ark. aym
calismay1 bp26 ve omp31 genlerini B.melitensis ve B.ovis’e aktararak yapmis ve
aym sonuca varmuglardir®.

RB51, Amerika Birlesik Devletleri ve Meksika’da uygulanan agi
susudur. RB51 as1 susunun kullamminda olusan korumanin zayif olmasi 6nemli
bir sorundur ve bu sorunu agmak i¢in ergin hayvanlarin tekrar agilanmasi gerekir.
Tekrar asilama ise diigiiklere yol agabilmektedir. Bununla birlikte RB51 susunun
agilanan hayvanin siitiinden izole edilebilmesi halk sagh@ agisindan da
onemlidir’®®!. Leal-Hernandez ve ark. yayinladiklar1 ¢alismada RB51 ile 6nceden
agilanmig bir siirliyii tekrar agilamiglar ve yeniden agilama sonrasinda spot testi
(kart test) ile pozitif sonug elde etmigslerdir. Aym calismada tekrar asilama
sonucunda hayvanlarin siit ve vajinal sekresyonlarindan da bakteriyi izole

etmislerdir’®.



-83-

B.abortus 45/20 R susu da as1 amagh kullanilmaya ¢aligilmis ancak
stabilitesi ¢ok diisiik oldugu igin basanisiz olmustur®®. Ayni zamanda R susunun S-
LPS igeren fenotipe doniisiip tekrar virulan hale gegme riski de vardir®'. R suglar
ile hazirlanan asilarin basarisiz olmasinin en 6nemli sebebi fazla atteniie
olmalarindan dolay1 bagigik yamitin giigstiz olmasidir’®. R mutantlar1 kullanilarak
yapilan birgok ¢alisma OPS’nin viriilansta Onemli bir rolii oldugunu
gostermistir™®. R ve S suslarinin karsilastinldigi ¢aligmalarda S suslarinin virulan
brusella suglarina kars1 daha etkili cevap olusturdugu saptanmistir®®,

Caligmamizda daha etkili bagistk yamt elde edilmesi
amaglandiindan S-LPS iceren Brucella melitensis REV-1 ag1 susu kullanilmistir.
Kullanilan fareler Refik Saydam Hifzisthha Merkezi Hayvan Laboratuvarindan
temin edilen hastaliksiz deney fareleri oldugundan, S-LPS igeren suslarin
serolojik testlerle capraz reaksiyon vermesi olasiifi ¢alismamizda dikkate
alinmamis ve olusan antikor titrelerinin verilen maddelere karsi olusan bagisik
yanittan kaynaklandig: diisiiniilmiigtiir.

S-LPS disinda Brusellaya karsi bagigtk yanit olusturmak igin
kullanilan bir baska hiicre komponenti ise dis membran proteinleridir (OMP)'’.
Dis membran proteinlerinin Brusella enfeksiyonu esnasinda onemli bir rol
oynamasi ve konak bagisik yamtini indiiklemesi as1 ¢alismalar igin bakterinin
kullamlabilir birer komponenti olduklarim diisiindiiriir®. Bizim ¢alismamizda da
bu nedenle Brusella dig membran proteinlerini de i¢eren bir dis membran ekstrakt:
antijen olarak kullanilmustir.

Bagiies ve ark.ar, B.ovis’den elde edilen ve R-LPS ve

OMPlerinden olusan sicak salin (HS) ekstrakt: ile farelerde koruyucu bir bagisik
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yamt elde ettiklerini bildirmiglerdir®. Bagiies ve ark.lar yaptiklan bu ¢alismada,
¢alismamizdaki yontemle B.ovis’in dis membran proteinleri ve R-LPS’inden
olusan bir sicak salin (HS) ekstrakti elde etmisler ve Ozellikle dis membran
proteinlerinden dolayr bu ekstraktin B.ovis’e karsi koruyucu bir bagisik yanit
olusturabilecegini  diislinmiislerdir. Ancak farkli olarak bagistk yaniti
giiglendirmek amaciyla lipozom formiilasyonlar1 yerine adjuvan kullanmuslardur®.
Bu caligmada asilama sonrasi hayvanlara B.ovis verilmis ve hayvanlarin
serumlarindaki antikor miktarina bakilarak ve dalaklart alindiktan sonra brusella
bakterileri kat1 agar sayim yontemiyle sayillarak koruma saglandifi tespit
edilmistir®.

Oliveira ve ark®. mn yaynladiklar1 makalede bildirdiklerine gore
bir¢ok bilimadam: T hiicre proliferasyonuna neden olan ve farelerde koruyucu

bagisik yanit olusturan proteinlerle calismislardir®’.

Tablo 14. T-hiicre proliferasyonuna ve farelerde koruyucu bagistk yanita neden

olan Brusella antijenleri®

T-hiicre antijenleri Bu molekille saglanan bagistk yanit
L7/L12 +

uvrA Belirtilmemis

P39 +

Bakteriyoferritin -

14kDa Belirtilmemis

GAPDH Belirtilmemis

yajC Belirtilmemis

Cw/Zn siiperoksit dismutaz +

22.9kDa +
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Ding ve ark.larinin da yayinlarinda bildirdikleri gibi, 2002 yilinda
B.suis ve B.melitensis’in tim genomunun yaymlanmasiyla, Brusella dis membran
proteinlerinin klonlanabilmesi olasiligi dogmustur®.

Russo ve ark.larmnin yiiriittiikleri ISTC 2446 projesi kapsaminda
Cu/Zn dismutaz, L7/L12 ribozomal proteinleri ve dis membran proteinlerinin
koruyucu antijenler olarak olduk¢a etkili oldugu ancak brusellanin makrofaj
aracili bagisik yamttan kagmasi nedeniyle salgisal proteinlerin daha etkili
olabilecegi diisiiniilmiistiir’®. Bu proteinlerinin elde edilmesinin olduk¢a zahmetli
ve pahali yontemler olmasi nedeniyle antijenik 6zellikteki yapisal proteinlerin
tastyict bir sistemle verilerek bagigtk yamtin giigclendirilmesinin daha miimkiin
oldugundan bahsetmislerdir. Tasiyic1 sistem olarak biyolojik vektorleri dnermigler
ve L7/L12, OMP25 ve OMP31 gibi brusella proteinlerini Salmonella suslarina
klonlayarak bagisik yanit olusturmay: amaglamaktad1rlar38. Proje siiresi heniiz
tamamlanmamigtir ancak proje sonucunda brusella antijenlerini eksprese eden
salmonella suglarinin verildigi hayvanlarin serumunda koruyucu 6zellikte brusella
antikorlar1 saptamayi hedeflemektedirler®®. Vemulapalli ve ark.lann da Cu/Zn
dismutaz enziminin B.abortus RB51 susundaki ekspresyonunun plazmid vektor
aracithiiyla  artirilarak  koruyuculugunun  artirilabilece@ini  bildirmis  ve
¢alismalarinda Cu/Zn dismutaz enzimini daha fazla eksprese eden sus ile yapilan
agilama sonucunda normal agiya kiyasla istatistiksel olarak anlamli olarak daha
fazla koruyucu yanit alindigi bildirmislerdir’.

Eistein ve ark. 2003 yilinda yaptiklart c¢aligmada adjuvanli
rekombinant OMP31 (rOMP) proteininin farelerde serum IgG diizeyini artirdigim

gostermisler® ve 2004 yilinda B.melitensis tOMP31 proteininin koyunlarda
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olusturdugu bagisik yaniti ve B.ovis’e karst olusan serum bakterisidal etkisini
arastirnmslardir®. Bu ¢alismada, B.melitensis’ten ekstrakte edilen OMP31 proteini
E.coli’de iretilmis ve koyunlara verildikten sonra olusan sivisal bagigik yanit
B.ovis-ELISA ile, hiicresel bagigik yanit ise koyunlarin derisinde OMP31 ile
yapilan deri testi ile tespit edilmistir. Caligmanin sonucunda OMP31 proteininin
farelerde oldugu gibi koyunlarda da sivisal ve hiicresel bagisik yaniti indiikledigi
gosterilmistir®. Bizim calismamizda da farkli olarak adjuvan yerine lipozom
formiilasyonu kullamilmig Wright agliitinasyon sonuglari ve istatistiksel analizler
sonuglarina goére farelerde, canli atteniie asinin olugturduguna kiyasla anlamh
sekilde fazla bir sivisal bagisik tespit edilmistir.

Ding ve ark.lari, 2005 yilinda yayinladiklar1 ¢alismada, B.suis’in
yedi dig membran proteinini kodlayan genini klonlayip E.coli’de eksprese etmisler
tavsanlarda olusan bagisik yanit1 incelemislerdir®.

Hoover ve ark.lar1 yaptiklari ¢aligmada subunit bakteri agilarinin
canh ateniie bakteri agilarina gore daha giivenli oldugunu bildirmisler. Ayrica oral
yolla asillama sonucu mukozada olusan anti-LPS antikorlarimin solunum ile
bakterinin alinmasi sirasinda olduk¢a koruyucu oldugunu Rhesus makaklari ile
yaptiklart deneyle gostermislerdir. Bu yolla agilamanin insan i¢in koruyucu
olacagim onermislerdir®. Ancak bu agilama teknigi daha ¢ok biyolojik savas
sirasinda brusellanin solunumla alinmasi gibi bir tehdit olusturdugunda anlamh
oldugu da diisiintilmelidir.

Son yillarda giivenli ve giiclii asilarin gelistirilmesi i¢in bir ¢ok
yeni teknik kullanilmaktadir. Bununla birlikte; fraksiyonlardan elde edilen

antijenler ve rekombinant DNA ve peptid sentezi ile elde edilen bagisik yanit
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siirlidir. Bu nedenle klasik adjuvanlara ihtiyag duyulmaktadir ki onlar da oldukca
toksiktir. Degisik antijenlere karsi olusacak bagisik yamitin giiglendirilmesinde
adjuvan olarak lipozomlar kullanilabilirler. Toksik olmamalar1 ve antijen sunucu
hiicreler tarafindan yakalanabilmeleri nedeniyle lipozomlarin kullanilmasi

oldukga avantajlidir®”

. Lipozomlarla enkapsiile edilen hiicre komponentleri
kullanilarak bagisik yanit olusturma ¢abalari asi ¢alismalarinda kullanilmaktadir
ve biitlin bakterinin olusturdugu bagisik yamita kiyasla daha az yan etki ile
bagisiklik saglanabildigi bilinmektedir®. Boylece tiim bakteri kullanildiginda
olusan yan etkileri 6nlemek ve ayni zamanda giiclii bir bagisik yanit elde etmek
icin lipozom formiilasyonlari kullanilabilir®.

Wong ve ark. yaptiklarn bir ¢alismada B.abortus LPS ve OPS
antijenlerini lipozom ile enkapsiile ederek 15-16 gr agirligindaki disi BALB/c
farelerinde 0,1 ve 5. haftalarinda ortaya ¢ikan bagisik yaniti incelemislerdir®. Bu
calismada, 7:2:1 oraninda fosfotidilkolin:kolesterol:fosfotidilserin igeren negafif
yiiklii lipozom formiilasyonu kullanilmigtir. Caligmanin sonucunda LPS verilen ve
lipozom ile enkapsiile edilmis LPS verilen farelerdeki IgG kiyaslandifinda,
lipozom ile enkapsiile edilmis LPS verilen farelerde diger gruba kiyasla dort kat
daha fazla artis oldugu ve lipozom ile enkapsiile edilmis LPS verilen farelerdeki
antikor titresinin sekiz kez daha yavag azaldig: saptanmugtir®.

Vitas ve ark.lan, yaptiklan c¢aligmada 7:3:0.5M oranlarinda
fosfotidilkolin:kolesterol:stearilamin ile hazirladiklart lipozom formiilasyonu ile
kaplanmis B.abortus ve B.melitensis HS ekstraktimnin enfeksiyon oncesi ve

sonrast farelerde olusturdugu bagisik yaniti aragturmislar ve enfeksiyondan 1 giin

dnce ve 2 giin sonra koruyucu oldugunu ancak 10 giin sonra koruyucu olmadigini
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bildirmislerdir™. Ayrica yaynlarinda LPS’in lipozomla verildiginde toksisitesinin
de daha diisiik oldugunu bildirmislerdir’.

Bizim c¢aligmamizda da 10mg kolesterol ve 10mg DPPC igeren
lipozom formiilasyonu ile kaplanmis Brusella dis membrani, antijen olarak
kullamlmis ve lipozomla kaplanmis antijenin olusturdugu bagisik yanitin yalmzca
antijen verildiginde olusan bagisik yanita kiyasla daha giiclii oldugu gosterilmistir.
Ayrica “canli atteniie Brucella melitensis REV-1 asis1” verilen ve “lipozomla
kaplanmis Brusella dig membram”™ verilen gruplar arasinda da olusan antikor
titresi bakimindan anlamli bir fark olmasi ¢alismamizda elde edilen lipozomla
kaplanmus Brusella dis membraninin su anda iilkemizde uygulanmakta olan canli
atteniie astya oranla daha yiiksek bagisik yanit olusturdugunu géstermektedir.

Calismamizda Brusella dis membrami ekstrakte (HS ekstrakt)
edilmis ve bu ekstraktta var oldugu bilinen OMP’lerinin varligi SDS-PAGE
analizi ile gosterilmistir. SDS-PAGE sonuglarinda da goriildiigli gibi elde
ettigimiz ve antijen olarak kullandigimiz dig membran ektraktinda Brusella OMP
25-27kDa aralifinda 2 major protein, 19kDa ve 10kDa agirhiginda 2 mindr protein
ve diger baz1 proteinler tespit edilmigtir.

Delpino ve ark. 2003 yilinda yaptiklan bir ¢aligmada koyun
brusellozunun tamsinda kullanilmak iizere, brusella sitoplazmik fraksiyonunda yer
alan CP24 proteinini onermisler ancak ELISA ile yaptiklan ¢alisma sonucunda
ilging olarak brusella tagimayan hayvanlarda yiiksek antikor seviyesi saptanirken,
bruselloz olan hayvanlarda ¢ok diigiik diizeyde antikor cevabi tespit edilmisgtir.
Calismada bunun nedeninin E.coli, Haemophilus influenza vePseudomonas

aeruginosa’da da bulunan benzer sitoplazmik proteinler ile ¢apraz reaksiyon



sonrast gelistiginin diistiniildiigi bildirilmistir”’. Gram negatif bakterilerde
bulunan dis membran gerek OPS igerigi gerekse OMP’leri nedeniyle, diger hiicre
komponentlerine kiyasla daha antijenik bir yapiya sahip oldugundan
caligmamizda sitoplazmik proteinler ya da diger hiicre komponentleri yerine,
antijen olarak, dis membran tercih edilmistir.

Calismamizda Brucella melitensis REV-1 as1 susunun hiicre
membramn izole edilerek lipozom ile kaplanmis ve farelerde olusturdugu sivisal
bagisik yanit aragtirilmigtir. Elde edilen ekstraktin brusella hiicre membrani
oldugunu dogrulamak igin SDS-PAGE, TLC ve Wright agliitinasyon yontemleri
kullanilmigtir. SDS-PAGE yontemi ile dis membran proteinlerinin varligi, TLC
yontemiyle fosfolipitlerin varhigi ve Wright agliitinasyon yontemi ile de S-LPS
varhigi dogrulanmistir.

SDS-PAGE bulgularina gére elde edilen ekstratimiz 25-27kDa
aralifinda 2 majoér, 19kDa ve 10kDa agirliginda 2 minér OMP’nini icermektedir.
Bu proteinler Brusella dis membranina ait proteinlerdir' "2*,

TLC bulgularina gore, elde edilen ekstrakt i¢erisinde Brusella dig
membraninda bulunan lipitlere rastlanmigtir.

Wright agliitinasyon sonucunda; yalnizca “Brucella melitensis dig
membram” verilen grupta antikor titreleri 1/640, 1/80, 1/1280, 1/1280, 1/640,
1/640, 1/640 ve 1/1280 olmak iizere yaklagik ortalama 1/800 olarak bulunmugtur.
Tamida 1/160 ve iizerindeki titreler anlamli kabul edildiginden'® bu deger olduk¢a
yiiksektir. Bog lipozom verilen ve serum fizyolojik verilen kontrol gruplarindaki

antikor titrelerinin sifir olmasi beklenilen bir sonugtur. Ancak c¢alismamiz

sonucunda “Lipozomla kaplanmis Brucella melitensis REV-1 agis1” verilen grupta
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da antikor titresi sifir olarak bulunmustur. Bunun nedeninin canli atteniie ast
susunun ¢ok biiyiikk bir molekiil olmasindan dolayr lipozomun disina
salinamamasi oldugu disiiniilmektedir. Ancak bu konuda ileri ¢aligmalar
yaptlmasi gerekliligi agiktir. “Brucella melitensis REV-1 asis1” verilen grupta,
beklenildigi gibi ortalama olarak yaklagik 1/1200 degerinde antikor titresi
saptanmigtir. “Lipozomla kaplanmis Brucella melitensis dig membram™ verilen
grupta ise beklenildigi gibi 1/2560, 1/5120, 1/2560, 1/5120, 1/1280, 1/5120,
1/5120, 1/1280 ve 1/5120 olmak lizere ¢ok yiiksek antikor titreleri tespit
edilmigtir. Istatistiksel analiz sonuglarinda da belirtildigi gibi diger gruplarla
karsilagtirildiginda da anlamli olan bu sonug¢ elde ettigimiz Brusella dig
membranina ait HS ekstraktinin farelerde bagisik yamit olusturmak bakimindan
basarili oldugunu gostermektedir.

Sonug olarak, farelerde stvisal bagisik yanit olugturmayi amaglayan
¢alismamizin sonuglarimin subunit Brusella asts1 gelistirme ¢abalar igerisinde yer
alabilecegi diisiiniilmektedir. Bununla birlikte elbette degisik lipozom
formiilasyonlari ve Brusella dig membranina ait degisik ektraksiyon ydntemleri
kullanilarak, yapilan bu ¢alismanin gelistirilmesi gerekliligi agiktir. Ayrica
Brusella gibi hiicre iginde yasamim siirdiiren bir bakteriye karsi olusan bagisik
yanitin arastirilmasinda farelerde olusan sivisal bagisik yanitin yanisira hiicresel

bagisik yanit da ¢aligmaya eklenmelidir.
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OZET

Bruselloz diinyanin pek ¢ok iilkesinde yaygin ve ekonomik yonden
onemli bir zoonotik hastaliktir. Ulkemizde brusellozla miicadele, hayvanlarin
asilanmas: ile yapilmaktadir. Koyunlar i¢in Brucella melitensis REV-1 agisi
kullanilmaktadir. Daha yiiksek etkili, yan etkisi az, insanlara da uygulanabilecek
olan yeni ve etkili as1 tiirlerinin aragtirilmasina ve gelistirilmesine ihtiya¢ vardir.

Bu ¢alismada brusella dig membran antijenlerinin, optimum etkiye
sahip lipozom formiilasyonuyla birlestirilerek uzun etkili antijenik uyarim
saglamayla, yiksek immunolojik degerde brusella agist hazirlanmasi ve
gelistirilmesi amaglanmstir.

Calismamizda Brucella melitensis REV-1 a1 susunun hiicre
membrani izole edilerek lipozom ile kaplanmis ve farelerde olusturdugu sivisal
bagisik yamt Wright agliitinasyon yontemi ile antikor titrelerine bakilarak
aragtirnlmigtir.

Istatistiksel analiz sonuglan, Brusella dig membranina ait ekstraktin
farelerde bagisik yanit olusturmak bakimindan basarili oldugunu gostermektedir.
Yalmzca “Brusella Dis Membram” verilen ve “lipozomla kaplanmig Brusella dig
membrani” verilen gruplar arasinda ve “canli atteniie Brucella melitensis REV-1
asis1” verilen ve “lipozomla kaplanmis Brusella dis membran1” verilen gruplar
arasinda antikor titresi bakimindan anlamli bir farklilik saptanmistir.

Sonug olarak, farelerde sivisal bagisik yamit olugturmayt amaglayan
¢alismamizin sonuglarinin subunit Brusella asis1 gelistirme ¢abalar igerisinde yer

alabilecegi diisiiniilmektedir. Bununla birlikte elbette degisik lipozom
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formiilasyonlar1 ve Brusella dis membranina ait degisik ektraksiyon yontemleri

kullanilarak, yapilan bu ¢alismanin gelistirilmesi gerekliligi agiktr.
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YABANCI DIiLDE OZET

Brucellosis is an economically important zoonotic disease that is
widespread all over the world. In our country the prevention has been made by
vaccination of animals. For ewes Brucella melitensis REV-1 vaccine has been
used. A more attractive vaccine with less side effect is need to be improved and
should be applied to human.

In this study it was aimed to determine a strong immune mediated
Brucella vaccine by encapsulating the Brucellar outer membrane antigens with the
optimum liposome formulation.

In our study the outer membrane of the Brucella melitensis REV-1
vaccine strain was isolated and encapsulated with liposome and the humoral
immune response in mice was investigated by examining the antibody titers with
Wright agglutination method.

The statistical analyses show that the Brucella outer membrane
extract is successful for having humoral immune response in mice. Between the
groups “Brucella outer membrane” and “Brucella outer membrane encapsulated
with liposome” and between the groups “Live attenuated Brucella melitensis
REV-1 vaccine” and “Brucella outer membrane encapsulated with liposome”
statistically significant difference was determined in case of antibody titers.

As a result it is thought that the results of our study that aimed to
investigate humoral immune response in mice, have thought to be with the

investigations that are trying to determine a subunit Brucella vaccine. However,
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the study has to be improved with different liposome formulations and different

extraction methods of Brucella outer membrane.
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