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Abstract

Amag: Bu ¢alismanin amaci bruselloz hastalarinda serum nitrik oksit
(NO) ve malondialdehit (MDA) diizeylerini saptamak; bulunan
NO ile MDA degerlerini, eritrosit sedimentasyon hiz1 (ESR),
aspartat aminotransferaz (AST), alanin aminotransferaz (ALT)
gibi laboratuvar testleri ve ates, terleme, eklem agrisi gibi klinik
bulgularla karsilastirmakti.

Gereg¢ ve Yontemler: Bu caligmada 39 brusellozlu hastada tedaviden
once ve kontrol grubu olarak 20 saglikli kigside NO ve MDA dii-
zeyleri arastirildi. NO diizeylerini saptamak i¢in Green yontemi
ile nitrat diizeyleri 6l¢iildi. MDA diizeylerini saptamak icin
Yagi metodu kullanildi.

Bulgular: Brusellozlu hastalarda serum NO ve MDA diizeyleri kont-
rol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek
bulundu (p< 0.05). NO ile brusella serum agliitinasyon testi
(SAT), AST, ALT, ates, terleme ve eklem agrist arasinda an-
laml1 bir iligki yoktu. Buna karsilik NO diizeyleri yiiksek olan-
larda ESR degerleri yiiksekti (p< 0.05). Yine MDA ile ESR,
ALT, SAT, ates ve eklem agris1 arasinda anlamli bir iliski bu-
lunmazken (p> 0.05), AST 40 IU/L’nin iizerinde olanlarda
MDA degerleri diisiik bulundu (p< 0.05). Ayrica terleme oykii-
sii olanlarda MDA degerleri yiiksekti (p< 0.05).

Sonug: Bu yiiksek NO ve MDA degerlerinin klinik olarak anlamli
olup olmadigmi géstermek icin bu konuda daha fazla klinik ca-
lismaya ihtiyag vardir.

Anahtar Kelimeler: Bruselloz, malondialdehit
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Objective: The aim of this study was to determine serum levels of nitric
oxide (NO) and malondialdehyde (MDA) in patients with brucel-
losis and to compare these levels with laboratory tests such as
erythrocyte sedimentation rate (ESR), aspartate aminotransferase
(AST), alanine aminotransterase (ALT), brucella serum agglutina-
tion test (SAT), as well as clinical findings such as fever, sweat-
ing, and arthricular pain for the diagnosis of brucellosis.

Material and Methods: In this study, serum NO and MDA levels were
determined in 39 patients with brucellosis before treatment, and in
20 healthy individuals as a control group. Nitrate levels were
measured by Green’s method, and Yagi’s method was used to de-
termine MDA levels.

Results: Serum NO and MDA levels were significantly raised in pa-
tients with brucellosis when compared to those of the control
group (p< 0.05). There was no relation between serum levels of
NO, SAT, AST, ALT, or fever, sweat, and arthricular pain. Con-
trarily, the ESR was also high in patients with high levels of NO
(p< 0.05). In addition, there was no relation between MDA and
ESR, ALT, SAT, fever, and arthricular pain (p> 0.05); however,
in patients with AST levels higher than 40 IU/L, levels of MDA
were low (p< 0.05). Furthermore, MDA levels were high in pa-
tients with a history of sweating (p< 0.05).

Conclusion: Further studies are needed in order to determine whether
high levels of NO and MDA in patients with brucellosis are clini-
cally significant.
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ruselloz, brusella cinsi bakterilerle olusan;
koyun, kegi, sigir gibi hayvanlarin etleri,
idrar gibi viicut ¢ikartilari, siit ve siit {iriinleri,
enfekte hayvanlarin gebelik materyali araciligi ile

Gelis Tarihi/Received: 09.12.2004 Kabul Tarihi/Accepted: 26.04.2005

Yazigma Adresi/Correspondence: Dr. Yusuf ONLEN
Mustafa Kemal Universitesi Tip Fakiiltesi,
Egitim ve Arastirma Hastanesi
Enfeksiyon Hastaliklar1 ve Klinik Mikrobiyoloji AD,

Bagri yanik Mah., 31100, Antakya, HATAY
yonlen@mku.edu.tr

Copyright © 2005 by Turkiye Klinikleri

478

insanlara bulasabilen; titreme, yiiksek ates, kas ve
eklem agrilart ile seyreden bir zoonozdur.! Kronik
enfeksiyon olusturabilmeleri makrofajlar igerisinde
6ldiirme mekanizmasindan kacabilme Ozelliklerine
baglidir. Konak savunmasi intraselliiler bu patojenleri
T-1 yardimer hiicreleri, tiimor nekroz faktor (TNF),
interlokin-1 (IL-1) gibi sitokinler aracilig: ile inaktive
edebilmektedir.” Son dénemlerde yapilmis olan de-
neysel ve klinik galigmalarda nitrik oksit (NO) ve
malondialdehit (MDA) serum diizeylerinin bazi bak-
teriyel enfeksiyonlarda arttig1 gosterilmistir.”
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NO’in ilk kez endotelyal kaynakli bir gevseme
faktorii oldugu bildirilmis, bir¢ok hiicre ve doku-
nun fonksiyonlarini diizenledigi anlasiimistir.® NO,
nitrik oksit sentetaz (NOS) ad1 verilen bir enzim
tarafindan sentezlenmektedir. NOS’un endotelyal
nitrik oksit sentetaz (eNOS), ndronal nitrik oksit
sentetaz (nNOS) ve indiiklenebilir nitrik oksit
sentetaz (INOS) olmak iizere 3 formu tanimlanmis-
tir. i1k iki formu konstiitif olup, kalsiyuma bagimli
olarak endotelyal NO’in liretiminden sorumlu iken,
iNOS kalsiyumdan bagimsizdir ve makrofaj ko-
kenli ~ NO’in  sentezinden  sorumludur.**’
Endotelyal kokenli NO vaskiiler hemostazin dii-
zenlenmesinde 6nemli bir molekiildiir.>'° Buna
karsilik bakteri lipopolisakkaritleri, interferon ga-
ma veya yiiksek konsantrasyonlarda
lipopolisakkaritlerle uyarilan makrofajlarin iNOS
aracihigl ile sentezledigi NO; bazi viriis, parazit,
bakteri ve tiimdr hiicreleri lizerine sitotoksik veya
sitostatik bir etkiye sahiptir.”'" Oksijen radikalleri
poliansatiire yag asitleri ile reaksiyona girerek
cogu protein ve DNA ile etkilesen birgok iirlin
olustururlar. MDA, lipid peroksidasyonunun en
onemli {rlinlerinden biri ve ayn1 zamanda
prostaglandin biyosentezinin bir yan riiniidiir.
MDA’nin ve diger oksijen radikallerinin DNA ile
birleserek memeli hiicreleri ve bakteriler {izerine
mutajenik bir etkiye sahip olduklar1 bazi ¢aligma-
larda gosterilmistir.'?

Bu ¢alismanin amaci bazi mikrobiyal enfeksi-
yonlarda arttig1 bildirilmis olan NO ve MDA’ ’nin
brusellozlu hastalarda diizeylerini saptamak ve bu
hastalardaki ates, terleme, eklem agrisi, eritrosit
sedimentasyon hizi (ESR), aspartat aminotrans-
feraz (AST), alanin aminotransferaz (ALT), serum
agliitinasyon testi (SAT) ve yas ile bir iligkisinin
olup olmadigim saptamaktir.

Gerec ve Yontemler

Bu ¢aligma 39 brusellozlu hastada ve kontrol
grubu olarak saglikli 20 kiside yapildi. SAT diizey-
leri 1/160 ve iizerinde pozitif ve klinik olarak
bruselloz oldugu diigiiniilen hastalarin tedavilerine
baglanmadan 6nce serum NO ve MDA diizeylerine
bakildi. Bu hastalardan ayrica hemogram, kan kiil-
tiirleri, ESR, AST, ALT tetkikleri yapildi.
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Bruselloz tanis1 konulan hastalardan tedaviye
baslamadan Once, en az 8 saatlik a¢lik sonrasi
vendz kan alindi. Alinan kanlar 4000 devir/dk.da
10 dk. siire ile santrifiij edildi ve serumlar1 ayrildi.
Elde edilen serumlar g¢alisma yapilincaya kadar
-70°C’de saklandi. Serum nitrit ve nitrat diizeyleri
Green yontemi temel alinarak ¢alisildi.”? Bu meto-
da uygun olarak, esit miktarda serum ve potasyum
fosfat tamponu karistirtlarak 4000 rpm de 45 dk.
santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi elde edilen
ultrafiltrat testte kullanildi. Analiz i¢in nitratlar
kantitatif olarak nitritlere ¢evrildi. Nitratin nitrite
enzimatik indirgenmesi inkiibasyon basamaginda
nitrat rediiktaz enzimi varlifinda koenzimler
nikotinamid adenin diniikleotid fosfat (NADPH)
flavin adenin diniikleotid (FAD) kullanilarak ya-
pildi.  N-1-(Naftil) etilendiamin dihidrokloriir,
siilfanilamid ve inkiibasyon soliisyonlar1 1 : 1 : 2
oranlarinda karistirildi (v/v). Bu karisimlar oda
isisinda los 1stkta 5 dk. inkiibe edildi ve
spektrofotometrede 540 dalga boyunda okundu.
Nitritin saptanmasinda standart olarak 1.00 mM
sodyum nitrit, nitratin saptanmasinda 80 mM po-
tasyum nitrat kullanildi (Nitric oxide colometric
assay, 1-756-281, Roche Diagnostics GmbH,
Manhaim, Germany). MDA; tiobarbitiirik asit
(TBA) reaksiyonu ile saptandi. Metodun esas1 lipid
peroksidasyonunun bir sonucu olarak ortaya ¢ikan
barbitiirik asit ile MDA’ nin etkilesimi sonucu olu-
san pembe renk Olglimiine dayanmaktadir. Renk
reaksiyonu ig¢in primer olarak 1,1,2,3-tetractoksi
propan kullanildi. MDA diizeyinin saptanmasi
Yagi ve ark.nin Gnerdikleri metot ile yapildi.'
Istatistiksel analizlerde SPSS 11.5 paket progra-
mindan yararlanilarak y”, Mann-Whitney U Testi,
Kruskal Wallis ve korelasyon analiz yontemleri
kullanildi. Korelasyon testi hasta ve kontrol grup-
larinda yas ile NO ve yas ile MDA degerleri ara-
sinda yapildi.

Bulgular
Bu calisma Adana Baskent Universitesi Aras-
tirma Hastanesi Enfeksiyon Hastaliklar1 Poliklini-
gi'ne 2000-2002 tarihleri arasinda bruselloz tanist
ile bagvuran 39 hastada yapildi. Calismaya dahil
edilen 39 hastanin 10’unun SAT’1 1/160, 16’smin
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1/320, 7’sinin 1/640 ve 6’sinm 1/1280 bulundu.
Tiim hastalardan alinan kan kiiltiirlerinden sadece
4tinde (%10) brusella bakterileri izole edildi ve
hepsi Brucella melitensis kokenli idi. Hastalarin 26
(%66.7)’s1 kadin, 13 (%33.3)’1 erkek; kontrol gru-
bunun 13 (%65)’1 kadin, 7 (%35)’si erkek idi. Has-
talarin yas ortalamasi 49.05 + 19.94, kontrol grubu-
nun ise 47.50 £ 16.80 idi. Hasta ve kontrol grubu
yas ve cinsiyet 6zellikleri bakimindan birbirine ben-
zer bulundu (p> 0.05) (Tablo 1). Kontrol grubunda
bulunanlarin hi¢birinin Gykiisiinde ates, terleme,
eklem agrist yoktu. Hastalarda NO ve MDA’nin
ortalama degerleri sirasi ile 41.99 + 17.57 ve 31.34
+ 19.60 nmol/mL iken kontrol grubunda NO ve
MDA’nin ortalama degerleri sirasi ile 18.27 + 3.31
ve 2.07 = 0.65 nmol/mL idi. Hastalardaki hem
NO’in ortalama degerleri hem de MDA’ ’nin ortala-
ma degerleri kontrol grubundaki NO ve MDA’ nin
ortalama degerlerinden anlamli olarak farkli bulun-
du (swrasiyla: p< 0.05, p< 0.05) (Tablo 2). Hem
kontrol grubunda, hem de hasta grubunda yas ile
NO ve yas ile MDA degerleri arasinda korelasyon
olup olmadig1 degerlendirildi. Her iki parametre ile
yas arasinda gerek kontrol grubunda, gerekse hasta
grubunda istatistiksel olarak anlamli bir korelasyon
saptanmadi (Tablo 3). NO ve MDA’ nin ates, terle-
me, eklem agrisi, ESR, AST, ALT, SAT arasindaki
iligki Tablo 4’te gdsterilmistir.

Tartisma

NO ve serbest oksijen radikallerinin bir gos-
tergesi olarak kabul edilen MDA nin bazi enfeksi-
yonlarda arttig1 bildirilmistir.>> NO fizyolojik ve
patofizyolojik olaylarda kompleks ve farkli fonksi-
yonlara sahip bir molekiildiir. NO ve siiperoksit gibi
oksijen radikalleri gesitli enfeksiyon hastaliklarmin
patogenezinde anahtar molekiillerdir. Ozellikle
iNOS araciligi ile olusan NO sentezi ¢esitli enfeksi-
yonlarda artis gosterir. NO’nun antimikrobiyal akti-
vitesi bakteri, protozoa ve viriisler i¢in gosterilmis-
tir. iNOS uzun siireli ve bol miktarda NO salinimini
saglamaktadir. Bu da NO’nun siiperoksit ile birles-
mesinden son derece reaktif azot ara iiriinleri olan
peroksinitritlerin ~ Uretilmesine yol ag¢gmaktadir.
Peroksinitrit ¢esitli molekiillerin giiglii oksidasyonu
ve nitrasyon reaksiyonlari araciligi ile oksidatif
doku hasarini olusturur. NO antibakteriyel et-
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Tablo 1. Hasta ve kontrol grubunun yas ve cinsiyet
dagilimlari.

Bruselloz Kontrol grubu P
Yas 49.05+19.94 47.50 +16.80 0.761%*
(mean + SD)
Cins 13(33.3)/26(66.7) 7 (35.0)/13 (65.0)  0.898**
(Erkek/Kadin)

* Mann-Whitney U Testi, ** 2.

Tablo 2. Hasta ve kontrol grubunda NO ve MDA
ortalama degerleri.

NO p* MDA p*
(nmol/mL) (nmol/mL)
Bruselloz  41.99+17.57 0.000 31.34+19.60 0.000
Kontrol
grubu 18.27 +£3.31 2.07 £ 0.65

*Mann-Whitney U Testi “Z” istatistigi.

Tablo 3. Yas ile NO ve MDA degerleri arasinda
korelasyon.

Yas NO MDA
Brucella (+) Hasta Yas1

n 39 39
Korelasyon katsayisi 0.290 0.180

P 0.074 * 0.273*
Kontrol Grubu Yas1

n 20 20
Korelasyon katsayisi 0.065 0.370

p 0.786** 0.108**

* Pearson Korelasyon Analizi,
** Spearman Korelasyon Analizi.

kinliginin yam sira immiinopatolojik siireclerle ko-
nagm bagisiklik yamtini etkileyebilmektedir."" Yiik-
sek konsantrasyondaki NO ¢ok ¢esitli mikroorga-
nizmalar1 inhibe edebilir. Ancak ayni zamanda po-
tansiyel olarak konaga zarar verebilir.*"'

Nitrat NO’in stabil bir iiriintidiir. Bu noktadan
hareketle akut gastroenterit, septik sok, bruselloz
gibi baz1 enfeksiyonlarda NO’in bir gostergesi
olarak serum veya plazmada nitrat diizeyine ba-
kilmustir.>® Bizim ¢alismamizda da NO’in bir gos-
tergesi olarak nitrat diizeyine bakilmis ve serum
NO diizeyi brusellozlu hastalarda kontrol grubuna
gore yiiksek bulunmustur (p< 0.05).
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Tablo 4. Hasta bulgularina gore NO ve MDA ortalama degerleri.
Say1 (%) NO p MDA p

Ates

Var 30 (76.9) 29.59 £ 17.07 0.060* 4435 +17.89 0.274*
Yok 9(23.1) 37.15+26.80 33.98 +14.55

Terleme

Var 35(89.7) 4351 £17.54 0.058%* 33.28 £19.66 0.022*
Yok 4 (10.3) 28.71 £12.71 1430+7.21

Eklem Agris1

Var 34 (87.2) 41.13£17.92 0.113%* 33.28 £19.74 0.051*
Yok 5(12.8) 47.82 £15.29 18.14 +13.56

ESR

0-20 18 (46.2) 36.75 +16.89 0.032* 27.59 £20.84 0.135%
20< 21 (53.8) 46.48 £17.26 34.55+18.36

ALT

0-40 35(89.7) 4191 £18.41 0.231%* 35.54+19.11 0.052%*
40 < 4 (10.3) 42.73 £8.19 20.83 £23.68

AST

0-40 34 (87.2) 42.32 £18.52 0.337** 33.27+18.89 0.013**
40 < 5(12.8) 39.74+£9.77 18.17 £21.35

SAT

1/160 10 (25.6) 38.88+11.43 0.199% 38.04 £25.89 0.890%
1/320 16 (41.0) 46.92 £ 18.72 28.77 £ 15.37

1/640 7(17.9) 31.28+13.25 29.72 £ 14.25

1/1280 6(15.4) 46.53 £23.83 28.93 £25.28

* Mann-Whitney U Testi,
** Mann-Whitney U Testi “Z” istatistigi,
& Kruskal Wallis.

Oksijen radikalleri konak savunmasmin ve
doku hasarinin 6nemli mediyatoérleridir. Bu radi-
kaller oksidatif stresle karakterize durumlarda fire-
tilirler ve poliansatiire yag asitlerinin peroksidas-
yonunu gosterirler. Lipid peroksit {iriinleri hem
hayvan galigmalarinda hem de hastalardaki cesitli
klinik tablolarda siklikla oksijen radikal aktivasyo-
nunun bir gostergesi olarak kullanilmaktadir."
Caligmamizda da lipid peroksidasyonunun major
bir {irlinii olan MDA diizeyi ¢alisilmis ve bruselloz
hastalarinda kontrol grubuna gore anlamli derecede
yiiksek bulunmustur (p< 0.05)."

Urrutia ve ark. yaptiklar1 deneysel ¢aligmalar-
da Brucella abortus ve Brucella melitensis enfek-
siyonlarinda NO diizeylerinin arttigin1 gostermis-
lerdir.* Ancak yine aym ¢alismada Escherichia coli
enfeksiyonlarinda NO diizeyinin daha fazla arttigi-
m gostermislerdir. Ahreen ve ark. yaptiklan ¢alis-
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mada akut gastroenteritli, pndmonili ve {iriner en-
feksiyonlu hastalarda NO diizeyini arastirmis; akut
gastroenteritlerde NO diizeyinin arttigini, pnémoni
ve tUriner enfeksiyonlarda NO diizeyinin normal
stnirlarda kaldigimi bildirmislerdir.” Bu ¢alismaya
gore NO diizeyindeki artisin her bolgedeki ve her
tiirdeki enfeksiyondan cok, belli bolgelerdeki ve
belli patojenlerle olusan enfeksiyonlara bagl ola-
rak arttig1 sonucuna varimistir. Kandemir ve ark.
bruselloz hastalarinda NO ve MDA diizeylerini
aragtirmiglar ve bu caligmada oldugu gibi kontrol
grubuna gore anlamli derecede yiiksek bulmuslar-
dir?

Caligmamizda ates, terleme, eklem agrisi,
AST, ALT, SAT degerleri ile NO degerleri arasin-
da bir iliski saptanmaz iken (p> 0.05), ESR’leri
yiiksek olan hastalarla NO diizeyleri arasinda an-
laml1 bir iliski saptanmustir (p< 0.05). NO ile ESR
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arasindaki bu iliski her iki parametrenin
inflamasyonda artisiyla agiklanabilir. Ates, eklem
agrisi, ALT, ESR, SAT ile MDA degerleri arasinda
bir iligki bulunmamistir (p> 0.05). Ancak terleme
sikayeti olanlarda MDA degerleri terleme olma-
yanlara gore anlamli derecede daha yiiksek bulun-
mustur (p< 0.05). Ote yandan AST yiiksek olanlar-
da MDA degerleri normallere gore daha diisiik
bulunmustur (p< 0.05). Terleme ile MDA’ ’nin art-
mast ve AST artis1 ile MDA’ nin azalmasi konu-
sunda literatiir bilgisine rastlanmamistir. Ayrica
yas ile NO ve MDA arasinda bir korelasyon sap-
tanmamustir (p> 0.05). Benzer sekilde Kandemir ve
ark.nin yapmig olduklar1 ¢aligmada da NO ve
MDA ile hasta yaslar1 arasinda bir korelasyon bu-
lunmamustir.®

Sonug olarak gerek NO ve MDA degerlerinin
bruselloz hastalarinda yiiksek bulunmasi, gerekse
bazi klinik ve laboratuvar bulgulariyla bu iki pa-
rametrenin iligkisinin anlamli olup olmadiginin
degerlendirilebilmesi i¢in daha fazla sayida galis-
maya ihtiyag vardir.
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