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OZET

Brucella  bakterilerine  kargi  konak defansi tam olarak
anlagilamamistir, fakat hicresel immanitenin virilan Brucella enfeksiyonuna
karg! etkin bir rol oynadigi bilinmektedir. Sonug olarak CD4" ve CD8" T
lenfositler  IFN-y  salgilayarak  makrofajlarin  bakterisidal iglevlerini
etkinlestirdikleri i¢in Brucella'ya immunitede kismen de olsa kritik rol oynarlar.
Bu nedenle, makrofaj aktivasyonunun degerlendirilebilen belirteglerin
kullanilmasi diagnostik ve prognostik 6neme sahip olabilir.

Yuksek hareketli grup kutu proteini 1 (High mobility group box 1
protein, HMGB1) aktive makrofajlardan salgilanan ge¢ baslangigli bir
proinflamatuvar sitokindir. Céztunur CD163 (soluble CD163; sCD163) anti-
enflamatuvar makrofajlara 6zgu bir belirtectir

Bu calismanin amaci, bruselloz ve onun akut, subakut ve kronik
formlarinin ile HMGB1 ve sCD163 serum duzeylerinin olasi iligkileirini test
etmekii.

Bu amacgla 49 bruselloz hastasinin serum HMGB1 ve sCD163
dizeyleri (23 akut, 15 subakut, 11 kronik) 52 saglikli kontrol grubu ile
karsilastiridi.

Bruselloz tanisi, hastalikla uyumlu klinik semptom ve bulgulara ek
olarak kan Kkdultlr pozitifligi ve/veya serolojik stestlerdeki artmis Brucella
antikorlari ile konuldu. Serum HMGB1 ve sCD163 konsantrasyonlari Uretici
firma protokoline gore ticeri enzim bagl immunosorbent assay (ELISA) kiti
ile belirlendi.

Hem serum HMGB1 ve sCD163 seviyeleri Bruselloz hastalarinda
saglikh kontrollere gbére anlamli olarak yuksek bulundu. Serum HMGB1
ortanca dizeyi Bruselloz hastalarinda 170,65 (13,19-188,23) ng/mL iken
saglikh kontrollerde 77,09 (0,00-182,84) ng/mL idi. Serum sCD163 ortanca
dlzeyi Bruselloz hastalarinda 1,27 (0,37- 2,13) mg/L iken saglikh kontrollerde
0,57 (0,21- 1,52) mg/L idi. Ayrica serum HMGB1 ile sCD163 arasinda poazitif



bir korelasyon vardi, oysa bunlarin ikisi de CRP, |0kosit ve sedinentasayon
ile korele bulunmadi.

Sonug¢ olarak, bizim c¢alismamiz HMGB1 ve sCD163 duzeyleri
bruselloz icin bir tani belirteci olabilecegini, ancak bunlarin higbirinin
hastaligin U¢ farkli formunu (akut, subakut, kronik) ayirt etmek igin
kullanilamayacagini gésterdi. Ote yandan, bu sonuglarin biyolojik énemini
onaylamak icin daha buyuk hasta serileri c¢aligmalarin yapilmasi
gerekmektedir. Ayrica, tedaviye yanit olarak bu mediyatorlerdeki degisimleri

degerlendirmeye gereksinim vardir.

Anahtar kelimeler: Bruselloz, immunite, HMGB1, sCD163



SUMMARY

Diagnostic and Prognostic Value of High Mobility Group Box Protein 1
(HMGB1) and Soluble CD163 (sCD163) in Brucellosis

Host defence to Brucella is incompletely understood, but cell-
mediated immunity seem to play a major role in immune response against
virulent Brucella infection. Consequently, both CD4" and CD8" T
lymphocytes play critical roles in immunity to Brucella, in part because they
secrete IFN-y and activate the bactericidal functions in macrophages.
Therefore, use of markers which can evaluate macrophage activation may
have diagnostic and prognostic importance.

High mobility group-box 1 protein (HMGB1) is a late-onset
proinflammatory cytokine secreted from activated macrophages. Soluble
haemoglobin scavenger receptor (sCD163) is a specific marker of anti-
inflammatory macrophages.

The aim of this study was to test potential associations of serum
levels of HMGB1 and sCD163 with Brucellosis and its acute, subacute and
chronic forms.

Serum HMGB1 and sCD163 levels in 49 Brucellosis patients (23
acute, 15 subacute, 11 chronic) were compared with 52 healthy control
subjects. Brucellosis was identified by a positive blood culture and/or
increased Brucella antibodies in serological tests in addition to compatible
clinical symptoms. Concentrations of serum HMFB1 and sCD163 were
determined by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) according to
the protocol of manufacturer.

Both serum HMGB1 and sCD163 levels were significantly higher in
Brucellosis patients compared with healthy controls. The median serum
HMGBL1 level was 77.09 (0.00-182.84) ng/mL in control, whereas it was
170.65 (13.19-188.23) ng/mL in Brucellosis patients (p < 0.001). The median
serum sCD163 level was 0.57 (0.21-1.52) mg/L in healthy controls, whereas
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it was 1.27 (0.37-2.13) mg/L in brucellosis patients (p < 0.001). There was no
statistically significant difference in serum levels of HMGB1 and sCD163
among acute, subacute and chronic cases with Brucellosis. Additionally,
serum HMGBL1 levels were positively correlated with sCD163 levels, whilst
neither HMGB1 nor sCD163 levels were correlated with CRP, WBC and
sedimentation values.

As a conclusion, our study demonstrated that the levels of HMGB1
and sCD163 may be diagnostic markers for Brucellosis, but none of them
can be used for differentiating three different forms of disease (acute,
subacute, chronic). On the other hand, studies with larger series of patient
populations are necessary to confirm the biological significance of our
results. Also, further studies are needed to assess the alteration of these

mediators in response to treatment.

Key words: Brucellosis, immunity, HMGB1, sCD163



GiRiS

Bruselloz, hayvanlardan insanlara bulagsan ve gelismekte olan
ulkelerde hala endemik olarak gérilen bir zoonozdur. Ozellikle koyun, kegi,
sigir, manda ve domuz gibi evcil hayvanlari etkilemekte ve bu hayvanlardan
insanlara direk ve indirek yollarla bulagmaktadir. Belirti ve bulgularin spesifik
olmamasi nedeniyle de pek ¢ok hastalikla karigabilmektedir (1- 2). Hastalik,
insanlara hasta hayvanlarin vicut sivilari, idrar, et, sut ve bu sut ile
hazirlanan sut Urlnleri, gebelik materyalleri araciligi ile gecer ve daha ziyade
bir meslek hastaligidir (2- 3). Bruselloz, hayvanlarda yavru atimi, sut ve et
verim kaybina neden olur; insanlarda ise akut baglangigli yliksek ates, gece
terlemesi, eklem agrisi gibi belirti ve bulgular ile seyredebildigi gibi; sinsi
baslangigli, romatizmal ve psikiyatrik hastaliklar taklit eden atipik belirti ve

bulgular ile de seyredebilir (2- 4).

Tarihge

Hastallk ilk olarak Hipokrates tarafindan ‘humma’ olarak
tanimlanmigstir. Brucella enfeksiyonlari igin glinimuze kadar dedisik isimler
kullanilmigtir. Hastalik ilk kez Malta adasinda saptandigindan ‘Malta
Hummas'’, ‘Akdeniz Hummas!’ ya da ‘Gibraltar Hummasr’; tipik ates trasesi
nedeni ile “Dalgali Humma / Ondilan Ates”; koyunlardan insanlara bulasmasi
nedeni ile halk arasinda “Koyun hastaligi” veya “Mal hastali§i” gibi isimlerle
anilir. insan brusellozunun ilk dogru tanimlamasi bir cerrah olan Marston
tarafindan yapilmistir. Etken ajan ise 1886 da Bruce tarafindan Malta
Hummasindan o6len askerlerin dalaklarindan Micrococcus (daha sonra
Brucella) melitensis izole edilmesi ile saptanmistir (1, 2). 1905‘de Zammit
keciyi Brucellanin rezervuari olarak kesfetmis ve pastorize edilmemis kegci
sutlerinin  kullanilmasini  engelleyerek ordu mensuplarinda goériulen
enfeksiyon ve oluimlerde hizli bir diusis saglamistir (5). 1914’de Traum

tarafindan domuzlardan B.suis izole edilmigtir.
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1920'de Danimarka’da veteriner olan Bang tarafindan B.abortus,
abortus yapmig ineklerin intrauterin membranlarindan uretilmistir. 1996’da
Carmichael tarafindan kopeklerde ve onlarin egitimcilerinde epidemik olarak
B. canis tanimlanmistir (1- 2). 1918’de Evans bu bakterilerin hepsini Brucelia
grubu adi ile bir araya toplamistir. B. ovis 1953’de koyunlardan, B. neotomae
1957’de ratlardan izole edilmistir. Wright, 1897 yilinda bruselloza yakalanan
hastalarin ve asili hayvanlarin kaninda B. melitensis’e kargi aglutininlerin
varligini gostermis, ayrica hastalidin tanisi i¢in gunumuzde kullaniimakta
olan, serum aglutinasyon testini ilk kez gerceklestirmistir.

Ulkemizde ilk insan bruselloz olgusu 1915 yilinda Dr. Hisamettin
Kural ve Mahmut Sabit Akalin tarafindan Kuleli Askeri Hastanesi’'nde tedavi
edilen bir askerde tesbit edilmistir. Koyunlarda B. melitensis ilk defa Aktan ve
Kdylloglu tarafindan 1944 yilinda Bandirma Merinos ciftliginde saptanmigtir.
Ulkemizde sigirlarda ilk izolasyon 1931-1932 yillarinda Berke tarafindan
bildirilmistir (6). Yine Turkiye'de insan ve hayvanlarda brusellozun serolojik

yontemlerle saptanmasi Golem tarafindan 1943 vyilinda bildiriimigtir (7).

Bakteriyolojik Ozellikler

Brucella cinsi bakteriler, 0,6 ym en, 15 pm boyunda, spor
olusturmayan, katalaz (+), hlcre ici Ureyen Gram (-) kokobasildir (1, 2, 3).
Genel olarak oksidaz pozitif olup, Ureaz aktivitesi, H2S Uretimi ise degisken
olan Brucella turleri patojenitedeki ve konak tercihindeki farkliliklara goére
B.abortus, B.melitensis, B.suis, B.ovis, B.canis, B.neotomae, B.maris olarak
siniflandinlir (1, 2, 3). Bu tlrler icinde sadece B.abortus, B.melitensis, B.suis
ve B.canis insanda enfeksiyon yaparken, B.ovis, B.neotomae ile insanda
enfeksiyon bildirilmemistir. Brucella bakterilerinin ideal treme isisi 37°C’dir,
ancak 20-40 °C’ de de Uurerler (2).

Brucella tirlerinin cogu aerop ortamda Urerler. B.abortus ve B.suis
ise mikroaerofildir ve 06zellikle primer izolasyon icin %5- 10 CO2 ihtiyag
duyarlar. Bakteri pepton igeren ve kan veya serum ile zenginlestiriimig

herhangi bir kiltur ortaminda Ureyebilir, bazi turler igin tiamin, niasin, nikotinik
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asit, biotin ve bazi vitaminler gerekebilir (1, 2, 4). Konvansiyonel yontemlerde
inkibasyon suresi uzun (yaklasik 3 hafta) olmalidir. Ancak son yillarda
Brucella tirlerinin daha kisa surelerde izolasyonunu saglayan otomatize kan
kultar sistemleri kullaniimaktadir (2).

Brucella turleri ve biyovarlarinin ayrimi; kaltir ortaminda Gremeleri,
oksidatif metabolizma testleri ve Brucella fajlari ile erimelerine gore yapllir.
Brucella turleri dodal konaklarina, kultur, metabolik ve antijenik 6zelliklerine
gore 6 ture ayrilir. DNA-DNA hibridizasyon g¢aligsmalarinda suslar arasinda
%90’In Uzerinde benzerlik olmasi 6zel konaklara uyum icin alt turleri olan
monospesifik genus oldugunu gostermektedir (1- 2).

Bakterinin bilinen bir ekzotoksini yoktur (4). Brucella cinsi bakterilerde
pek cok dis ve i¢ membran, sitoplazmik, periplazmik antijen tanimlanmis,
Ozellikleri saptanmigtir. Mikroorganizmanin virilansinda ve intraselluler
yasaminda i¢ ve dis membran, stoplazmik ve periplazmik proteinleri rol
oynamaktadir. Bunlarin ¢gogu koruyucu immuniteyi uyarmada énemli olabilir.
Ancak Brucella’nin baskin olan, major hicre duvar antijeni ve virllans
faktord, ilk olarak Wilson ve Miles tarafindan tanimlanan A ve M antijenleri

iceren smooth-lipopolisakkarit (S-LPS)’tir (1, 2).

Epidemiyoloji

Bruselloz, en sik gorulen zoonotik hastaliklardan biri olup tim
olgularda dogrudan ya da dolayli olarak hayvan temasi s6z konusudur.
Hastalik dunyanin her bolgesinde gorulebilmekle birlikte Akdeniz Ulkeleri,
Arap yarimadasi, Hindistan, Meksika, Orta ve Guney Amerika’da yaygin
olarak gorulmektedir. Ancak gelismekte olan tlkelerde énemli bir saglik
sorunu olmaya devam etmektedir. Diinya Saglik Orgltii verilerine gdre tim
diinyada her yil 500.000 yeni olgu bildiriimektedir. Ulkeden llkeye
hastaligin insidansi ve prevalansi degismektedir. B.abortus ABD ve Kuzey
Avrupada yaygin gorulurken, B. melitensis’e Latin Amerika ve gelismekte
olan Ulkelerde daha sik rastlanmaktadir (1- 2). Dunyada insan brusellozu
insidansi Sekil 1'de gorilmektedir
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Sekil-1. Dinyada insan brusellozu insidansi (9).

Bruselloz Turkiye’de endemik olarak goérilmektedir. Saglik
Bakanlgi verilerine goére 1999 yilinda bildirilen yeni olgu sayisi 11.462 ve
insidans 17,41/100.000 iken 2005 yilina gelindiginde 14.644’e ulagsmistir
(20,32/100000). Olgular o6zellikle gliney ve guneydogu illerinden
bildirilmigtir. Bu artisin hastalik prevalansindaki gergek artistan ¢ok bildirim
ve tani koyma oranlarindaki artistan kaynaklandigi tahmin edilebilir (10).
Tarkiye'de cok merkezli yapilan seroprevalans c¢alismasinda saglikh
bireylerde seropozitiflik orani %1.8 iken yuksek risk grubunda (veteriner,
ciftciler gibi.) bu oran %6 olarak bulunmustur (2).

Ulkemizde hastalik her yas ve cinste gorilmektedir. Hastalik
gorulme orani 15- 35 yas grubunda en yuksektir. Bazi meslek gruplari;
hayvan yetigtirenler, veteriner hekim ve saglik memurlari, mezbaha iscileri,
et sanayisinde calsanlar, veteriner arastirma laboratuvarinda calisan
elemanlar bruselloz agisindan riskli gruplardir. Yaz aylarinda insanlarin
kirsal kesime seyahatlerinin artmasi, sut ve sut Urdnlerinden peynir ve
krema tarzinda yaglar taze olarak tuketmeleri enfeksiyonun yaz

mevsiminde 4 kat fazla gérilmesine neden olur.
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Bruselloz her yil binlerce insani etkileyerek is gucl kaybi ve fiziksel
yetersizlige neden olmaktadir. Enfeksiyonun hayvanlardan insanlara bulag
yolu iginde; hayvanlar ve sekresyonlarina ciltteki kesik ve siyriklar yoluyla,
disuge mudahale ya da kesim sirasinda direkt, indirekt temas, enfekte
aerosollerin inhalasyonu, konjuktiva yoluyla inokulasyon, pastorize olmayan
sut drunlerin alinmasi sayilabilir (1-4). Et Urdnleri, ¢ig yenmemelerinden ve
kas dokusunda mikroorganizmanin sayisinin az olmasindan dolayi
enfeksiyonun bulaginda nadir bir kaynaktir (1). insandan insana bulag
nadirdir, ancak B.melitensis biyotip 2 ve 3 ile enfekte iki ayri laboratuvar
personelinin eslerinde de Bruselloz izlenmistir (4). Bu gibi nadir olgularda
bulasin cinsel vyolla olabilecegi dusunulmus, nitekim etken sperm
orneklerinden izole edilmistir (1).

Brucella bakterileri hayvanlarda yasam boyu kalmakta ve kronik
enfeksiyona yol agmaktadir. insanlarda ise direk veya indirek olarak
hayvanla temas sonrasi bulasir. Brucella tlrlerinin rezervuari evcil
hayvanlardir. Bruselloz bir yandan hastaligin esas kaynagini olusturan evcil
hayvanlarda sut verimini azaltirken, hayvan dusukleri ile ekonomik kayba
yol agmaktadir. Ergin ve gebe disi hayvanlar bruselloza daha duyarhdir.
Enfeksiyon etkeninin gebe hayvanlarda uterusa, erkeklerde testise
yerlesme egdilimi daha fazladir. Gebe hayvanlarda kotilodonlara yerlesen
bakterinin meydana getirdigi enfeksiyon, yavrunun yeterli beslenmesini
engeller ve anne karninda 6lmesine, annenin distk yapmasina neden olur.
Brucella bakterisinin hayvan sutiine karismasi hayvanda olusturdugu mastit
ve genital akintidan karisma seklindedir (1-4).

Brucella laboratuvar ortaminda oldukga enfeksiyozdur. Bakteri
60°C’de 10 dakikada, %17’lik fenol eriyiginde 15 dakikada tahrip olur (4).
Normal mide asidi bakteriyi éldurebilir. 4-8°C’de saklanan kegi peynirinde 6
aydan uzun sure, diusik yapmis hayvan fetlisinde 75 gun, enfekte sutten
yapilmis dondurmada 30 gin, %10 tuz igeren salamura peynirde 45 gun,
%17 tuz igerisindeki peynirde 1 ay yasayabilir (2, 4). Etken 1s1 ve
pastorizasyona duyarlidir. Tulum ve kasar peyniri uzun sure bekletildigi,
yogurt asiti fazla oldugu igin hastaligi bulastiramaz (11).
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Patogenez

Brucella bakterileri gastrointestinal sistem, deri, nadiren de solunum
yolu veya diger mukoza yuzeylerinden alindiktan sonra, noétrofiller ve doku
makrofajlari tarafindan alinarak bdlgesel lenf bezlerine transfer edilirler. ilk
Uremesini bolgesel lenf bezlerinde yaparlar ve kan yolu ile tim vicuda
Ozellikle retikuloendotelyal sistem (RES) organlarina (karaciger, dalak, kemik
iligi vb.) dagilirlar. Bakteriler yerlestikleri organlarda epitel hucreleri,
notrofiller, lenfositler ve dev hucrelerden olusan granulom formasyonlarina
yol acarlar. Zaman zaman polimorfonukleer hucreleri lizise ugratarak
dolagima salinirlar ve endotoksinleri sayesinde hastaligin semptom ve
belirtilerini meydana getirirler (5, 12, 13).

inkliibasyon suresi 2- 3 hafta olup, B. melitensis ve B. suis, B. abortus
ile B. canis’ ten daha virtlandir. Konagin nutrisyonel ve immunolojik durumu,
inokulum miktari ve bulasma yolu hastaligin belirleyici faktorleridir (12).

Brucella fakultatif hicre igi bakterisidir. Smooth lipopolisakkarit
(LPS)e sahip Brucella bakterileri olan B. melitensis, B. abortus ve B. suis
rough tipi LPS’e sahip olan B. canis’e goére polimorfonikleer ve mononukleer
I6kositler igerisinde daha kolay canliigini sUrdartr. Bakterinin hicre iginde
canlihgini  sdrdidrmesinde, Cu-Zn superoksit dismutaz eritruloz fosfat
dehidrogenaz icermesi ve stresle indiklenebilir proteinleri salgilamasinin rolu
olabilecegi dusunulmektedir. En 6nemli virlilans faktori ise nétrofillerde
myeloperoksidaz-H,O, sistemini baskilayan, makrofajlarda fagozom-lizozom
flzyonunun engelleyen ve oksidatif hasara karsi koruyan adenin ve guanin
monofosfat gibi bazi maddeleri sentezlemesidir (2,12).

Brusellozda karakteristik histopatolojik gériinim; dalak, kemik iliginde
epiteloid hucreler, plazma hucreleri ve mononukleer hucrelerle c¢evrili
grantlomlardir. Deney hayvanlarinda yapilan c¢alismalarda B. abortus’un
granilomlar, B. melitensis ile B. suis’in ise abseye sebep oldugu
gosterilmistir (5, 14).

Sonug olarak bakteri hicre ici ortamda Uremesine devam eder ve

RES dokularinda hticre proliferasyonuna bagli organomegali meydana gelir.
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Enfeksiyonun daha sonraki donemlerinde immunite gelisir ve makrofajlar
aktive olur. Mikroorganizma oldurular ve boylece endotoksinler agiga ¢ikar.
Vicudun endotoksinlere cevap vermesiyle tipik klinik belirtiler ortaya cikar
(12).

Klinik Bulgular

Bruselloz klasik olarak titreme ile ylkselen ates, bol terleme,
halsizlik, basagrisi, kilo kaybi, bel agrisi ve yaygin vucut agrilari ile kendini
gosterir (5,13). Bruselloz olgularinda en sik rastlanan bulgular: ates,
hepatomegali, splenomegali, lenfadenomegali ve artrittir. Klinik olarak akut,
subakut, kronik ve nuks enfeksiyon seklinde seyir gosterir (2,12). Hastaligin
inkUbasyon suresi genellikle 2- 3 hafta olup, birkag aya uzayabilir (15).

Bruselloz Brucella turlerine bagh olarak farkli sekillerde gorulebilir.
B.melitensis digerlerine nazaran daha ciddi sistemik hastaliga neden olurken,
B.suis daha ¢ok lokalize, supuratif hastaliga neden olur (16). Uzun sure
tedavi edilmemis hastalarda (6zellikle B.melitensis enfeksiyonlarinda) ates
10- 15 gun 38- 39°C veya daha yuksege ciktiktan sonra basamak basamak
azalarak iki hafta icinde normale iner ve 3- 10 gunlik bir atessiz donem
sonras| ates tekrar ylUkselir (ondulan ates) (4,12). Ek olarak kemik, eklem
veya genitolriner sistemin fokal enfeksiyonu lokal agriya neden olabilir.
Okslrik ve ploritik goégis agrisi da bildirilmistir. Aerosoller ile enfekte
hastalarin semptomlari diger yollar ile enfekte olanlarinkinden farkli dedgildir.
Bruselloz’lu hastalarda depresyon, huzursuzluk gibi noéropsikiyatrik
semptomlar yaygindir (16). Somatik sikayetlerin yogunluguna ragmen, fizik
muayene bulgulari azdir (12).

Akut bruselloz hafiften adir seyirli tabloya kadar degisen bir spektrum
gOsterebilir. Agir seyirli tabloda Usime, titreme ile yukselen ates, terleme,
yaygin viucut ve eklem agrilari goérulurken, hafif ve orta seyirli olgularda
influenzaya benzer nonspesifik belirtiler mevcuttur. Akut ve subakut

brusellozda sik rastlanan fizik muayene bulgulari splenomegali (%20-30),



hepatomegali (%20), servikal ve aksiller bolgede hafif lenfadenopatidir (%12-
21) (12, 17, 18).

Akut bruselloz olgularinin tedavi edilmeyen bir kismi subakut
doneme gecebilir. Baglangi¢c suresi iki ay ile bir yil arasinda degisen
olgulardir. Bu hastalarda en sik belirtiler yorgunluk, sinirlilik, bas ve bel
agrilari olup, siklikla hepatomegali vardir. Artrit, epididimoorsit, hematolojik
tutulum ve g6z tutulumuna akut formdan daha sik rastlanir. Tedavi edilen
bruselloz olgularinin bir ka¢ ay icinde yeniden ortaya ¢ikmasi durumunda
nuks ya da reenfeksiyon s6zkonusudur (4, 12, 19).

Subakut brusellozda semptomlar olmadigi ya da klinik bulgular tam
ortaya ¢ikmadigi halde serolojik bulgular pozitif olabilir. Bu seyir 6zellikle
enfekte hayvanlarla yakin temasi olan mezbaha c¢alisanlari, veteriner
hekimler ve hayvancilikla ugraganlarda gorulur (12, 17, 18).

Hastaligin bir yildan uzun surdidl durumlarda kroniklestigi kabul
edilir. Bu durum g¢ocuklarda nadir goértlmekle birlikte 40 yas Ustu erigkinlerde
siktir. Kronik brusellozlu olgularin bir béliminde ilk atagin uygun olmayan
tedavisine bagli olarak hastalik devam edebilir ya da kemik, karaciger veya
dalakta fokal sUpduratif lezyonlar ile birliktedir. Kronik brusellozda halsizlik,
yorgunluk, sinirlilik, uykusuzluk, emosyonel labilite, bas agrisi ve depresyon
on plandadir. Fizik muayene bulgulari; arasinda ates, hepatomegali,
splenomegali, lenfadenopati gorilebilecedi gibi etkilenen sistemlere ait
bulgulara da rastlanabilir (12, 17).

Tedavi sonrasinda yeniden ortaya cikan Brucella enfeksiyonlari

nikse veya reenfeksiyona baglidir (14).

Komplikasyonlar

Bruselloz hemen her sistemi tutabilen bir zoonozdur. En sik tutulan
sistemler; kas iskelet sistemi ve gastrointestinal sistem olup, merkezi sinir
sistemi, Urogenital sistem, hematolojik sistem, kardiyovaskuler sistem,

solunum sistemi, deri ve okuler sistemler ise daha az tutulurlar (17).



Osteoartikiler Sistem Tutulumu

Brusellozda en sik tutulan sistemlerden biri osteoartikller sistemdir
(12). Hastaligin ilerleyen donemlerinde ates ve terleme azalirken,
osteoartikuler sistem bulgulari 6n plana cikar. Eklem bulgular hastaligin 3.
ve 4. haftasinda en siktir. Spontan agri disinda hareketle de duyarllik artar.
Kemik ve eklem lezyonlari artrit, spondilit, osteomyelit, tenosinovit ve bursittir.
Sakroilit ve spondilit en sik bildirilen komplikasyonlardir (16). Spondilitli
olgularda en sik lomber vertebranin tutulumu bildiriimekle beraber, servikal
ve torakal duzeylerde de tutulum saptandigi gorulmektedir. Periferik eklemler
arasinda en sik tutulan kalga, omuz, diz, el ve ayak bilegi eklemleridir.

Gastrointestinal Sistem Tutulumu

Hastaligin baslangi¢c doneminde istahsizlik, karin agrisi, kusma, ishal
ya da kabizlik gibi gastrointestinal semptomlar siktir. B. melitensis’in yol
actigr kolit ve ileit olgulari bildirilmigtir. Brusellozlu hastalarda dalak ve
karaciger buyukligu genellikle birlikte bulunur. B. abortus granulomatdz
hepatit yaparken, B. melitensis enfeksiyonunda periportal mesafelerde
mononukleer hucre infilitrasyonu ile safra akiminin bozulmasi ve sarilik
gelisimi gordlebilir. Bununla beraber karaciger fonksiyon testlerinde fazla
artis gorulmez. Brucella turleri nadiren kolesistit, pankreatit ve spontan
bakteriyel peritonit nedeni olabilirler (12, 20).

Genitoliriner Sistem Tutulumu

GenitoUriner sistem tutulumu brusellozda nadir gértlmekle birlikte
erkeklerde epididimo-orsit %0-%12,7 oranlarinda bildirilmektedir (20, 21, 22,
23). Ayrica prostatit, tuboovaryen abse, glomerulonefrit, pyelonefrit, bébrek
abseleri gibi atipik olgu bildirimleri de dikkati cekmektedir (24, 25).

Kardiyovaskiiler Sistem Tutulumu

Hem dogal, hem protez kapakta bildirilen endokardit olgularin
%2’'sinden azinda izlenir. Ancak Bruselloz iligkili 6élimlerin %80’inden
sorumludur (16). Perikardit, endokarditin komplikasyonu olabildigi gibi, primer

enfeksiyon olarak da gelisebilir (12).



Norolojik Sistem Tutulumu

Bruselloz'da depresyon ve dikkat bozuklugu yaygin olmasina karsin,
santral sinir sistemi (SSS)’nin direkt invazyonu %5’ten az olguda izlenir. Sinir
sistemi komplikasyonu icinde menenijit, ensefalit, miyelit, radikulondrit, beyin
absesi, epidural apse, demiyelinizasyona neden olan sendromlar ve
menengovaskuler sendromlar sayilabilir. Akut ya da kronik menenijit SSS’nin
en yaygin komplikasyonudur (12). Norobrusellozda tani, klinik bulgulari olan
hastalarda serumda ve beyin omurilik sivisinda (BOS) aglutinasyon testinin
pozitifligi, BOS glukozunun azalmasi, protein artisi, pleositoz varlig ile
konmaktadir. BOS’tan Brucella bakterileri izole edilebilmektedir. Depresyon
ve zihinsel yorgunluk gibi ndrolojik komplikasyonlar olgularin %2’sinde
goOrilmektedir.

Pulmoner Sistem Tutulumu

Pulmoner tutlum daha ¢ok kontamine aerosollerin inhalasyonu veya
bakterilerin akcigerlere bakteriyemi ile yayillimi sonunda gorulebilir.
Hastalarin dortte biri dksuruk, dispne, ploritik agri gibi solunum yoluna ait
sikayetler ile bagvurabilirler. Solunum sistemi tutulumu nezle benzeri
semptomlardan bronsit, bronkopnomoni, akciger nodult, apse, plevral
eflizyona kadar farkli bulgular ile kendisini gosterebilir (5, 12, 16).

Hematopoetik Sistem Tutulumu

Hastaligin seyri sirasinda anemi, |Okopeni ve trombositopeni
olusabilir. Bruselloz gibi kronik seyirli hastaliklarda hafif hipokrom ve
mikrositer bir anemi gorulebilir. Pansitopeni nadir goérulen bir bulgudur.
Brusellozda gorulen pansitopeni gecicidir ve uygun tedavi ile kisa surede
dizelmektedir. Bruselloz bazen derin nétropeniyle de seyredebilmektedir (5,
12).

Cilt bulgulan

Hastaligin yuksek atesle seyrettigi toksik donemde nadir olgularda
makulopapuler veya eritematoz deri dokuntuleri gorulebilir. Deri lezyonlari,
eritem, papul, Urtiker, petesi, impetigo, ekzema benzeri ras, eritema
nodosum, derialtl abseleri, kutanoz vaskulit seklinde olabilir. DUsUk yapan

hayvanlarin plasentasini gikartmak i¢cin mudahale eden veteriner hekim veya
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hayvan bakicilarinin temas yerlerinde, 6zellikle 6n kollarinda gorulebilir (5,
12, 17).

Okuler tutulum

Brusellozla iligkili g6z tutulumlari; Gveit, optik nevrit, papil édemi,
korneal tutulum, kronik iridosiklit, ve koroidit olarak bildirilmistir. Uveit dolasan
immun komplekslerin varligi ile agiklanir, nonenfeksiyozdur ve topikal ve
sistemik kortikosteroid tedavisine yanit vermektedir (12, 26).

GuUngor ve arkadaslarinin 147 bruselloz hastasi Uzerinde yaptiklari
bir calismada, olgularin 38inde (% 26,0) okuler komplikasyonlara

rastlanmistir (27).

Tani

Brusellozda belirti ve bulgular 6zgln olmadigi icin kapsamli bir 6yku
almak 6nemlidir. Mesleki riskler, hayvan temasi, endemik boélgeye yolculuk,
pastorize edilmemis sut ve sut Urlnlerinin taketimi sorgulanmalidir (26).
Lokosit sayisi normal veya dusik olabilir. Sedimantasyon hizi degisken olup,
transaminazlar birka¢ kat yukselmis bulunabilir. Anemi, trombositopeni,
I6kopeni gorulebilir (12, 14). Bakterinin hemen hemen tim vicutta ve hicre
icinde bulunmasi tanida zorluk ve karisikliga neden olur. ilk atakta teshis
nispeten daha kolay olsa da, kronik, niks veya lokalize Bruselloz’da taniya
ulasmak gugctir. Bu nedenle Bruselloz’'un kesin tanisi ancak laboratuvara
dayanilarak konulabilmektedir (4, 12). Brusellozda nadir gorilen bébrek
tutulumunun olmadigi durumda idrar tetkiki normaldir. Yuksek atesli
dénemde febril albumindri bulunabilir. Bébrek tutulumu oldugu zaman; idrar
dansitesi dusebilir, proteinuri belirginlegir, idrar sedimentinde eritrosit, I6kosit
ve silendir gorulebilir (5).

Etkenin izolasyonu

Brusellozda kesin tani etkenin siklikla kan ve kemik iliginden,
nadirende BOS, plevra sivisi, periton sivisi ve idrar gibi 6érneklerden kultlirde
uretimi ile konur. Kan kulturlerinde Gretme sansi %15-70 arasinda degisirken,
kemik iligi kultirinden %90 oranindadir. Gotuzzo ve arkadaslarinin (28)
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yaptiklari ¢alismalarinda, kemik iligi kaltirlerinde % 92, kan kuiltarlerinde %70
oraninda Ureme saptamislardir. Kan kulturlerinde daha az oranda Uremenin
saptanmasi hucre igi bir bakteri olmasindan ve dncesinde antibiyotik kullanim
Oykusunden kaynaklandigi  bildirilmigtir.  Bruselloz ~ dusundldigunde
laboratuvar, kilturleri en az 4 hafta bekletmesi igin uyariimalidir (12). Bu sure
glnumuzde otomatize kan kultir sistemleri olan BACTEC (NR 660, 9240),
BacT/Alert kullaniimasiyla 5-7 gune kadar dusmusse de Brucella bakterisi
hidcre igi ve zor ureyen bir bakteri oldugundan inkibasyon suresinin
uzatiimasi ve sub-kllturlerin  yapilmasi Onerilmektedir (29). Brucella
izolasyonu icin kullanilan baglica besiyerleri kati ve sivi besiyerleri
seklindedir. Sivi besiyerleri daha ¢ok kan ve BOS gibi materyallerin ekiminde
kullanilir. Besiyerleri olarak; serumlu dekstrozlu agar, gliserozlu dekstrozlu
agar, patates agar, triptaz agar, triptikaz soy agar, Brucella K vitaminli agar,
Brucella agar kullanilir. Ekimler ¢ift yapilarak birisi normal atmosfer
kosullarinda digeri % 5-10 CO3’li atmosferde inkibe edilmelidir (4).

Serolojik Tani

Brusellozda bakterinin kultirde Gremesi igin uzun sure gerekmesi ve
bu siUre iginde hasta serumunda ve plazmasinda mikroorganizmanin
antijenlerine karsi antikorlarin olusumu nedeniyle serolojik testler siklikla
tercih edilir (4). Wright-TUp aglttinasyon testi (Standard Aglitinasyon testi;
SAT) en sik kullanilan standart metotdur (12). B. abortus S99 kdkeninin
kolonilerinden alinan bakterilerin 1si ile élduriimesi ve fenol ile slispanse
edilmesi ile elde edilen antijen, hasta serumunun ardisik dilusyonlari ile
karsilastiriir. Bu test serumun oldurilmads mikroorganizmalari aglutine
edebilme yetenegine dayanir ve anti-O polisakkarit antikorunun varligini
yansitir (16). Aktif enfeksiyonda tani koydurucu titre genelde 1:160 ve
ustliindeki titrelerdir (5, 12). Daha dusuk titreler tani koydurucu degildir ve
testin bir sire (10-14 gun) sonra tekrarlanmasinda 4 kat titre artigi izlenir.
Ancak ¢cogu hasta klinik bulgulari gosterdigi sirada yuksek titrelere sahiptir ve
titrede 4 kat artis olmayabilir (16). Hastaligin erken dénemlerinde IgM artar,
Uc ayda en yuksek dizeye ulagirlar, daha sonra azalirlar (16). Basarili tedavi
sonrasi yillarca 1/20 gibi dusuk titrelerde kalir. STA testinde salmonella,
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tularemi, kolera enfeksiyonu ve kolera asisi yapildiktan sonra, Sistemik
Lupus Eritematozus (SLE), myeloma, Yersinia enterecolitica serotip O:9
enfeksiyonlari, lenfoma ve tuberkiloz olgularinda vyanhs pozitiflikler
olabilmekle birlikte titre genellikle 1/160°1n altindadir (30). STA testinde bazen
antikor fazlaligina bagli olarak aglitinasyonun engellenmesi yani prezon
olay! olabilmektedir. Bu durumun éntiine gegmek igin serumun sulandiriminin
artinlmasi gerekmektedir (11). Hastaligin baslangicindan ug¢ hafta sonra IgG
antikorlan yukselmeye baslar; 6-8 haftada en ylksek dizeye ulagirlar. Ancak
hastaligin iyilesmesi ile hizla kandan kaybolurlar ve reaktivasyon durumunda
tekrar ortaya cikarlar (4). Dolayisiyla bir reaktivasyon belirteci olarak kabul
edilebilir. immiinoglobulin titrelerinde diismede zayiflama relaps veya kronik
enfeksiyonda prognostik dedere sahiptir. Kronik enfeksiyonun akut
alevlenmesinden suphe ediliyorsa, IgG’nin aglitinasyon titresinin gosterilmesi
gerekir. Bu amagla total titrenin IgM’e ait kismi, 2-Merkaptoetanol (ME) veya
Rivanol ile IgM’yi monomerlere ayirmak suretiyle yok edilir ve yuksek titrede
IgG saptanmasi ile tani konabilir (16).

Klinik olarak bruselloz belirtileri oldugu halde yapilan aglitinasyon
deneylerinin olumsuz olmasi, brusellozda sik rastlanan bir durumdur. Olay
antikorlarin  antijenlere  baglandiklari halde aglutinasyon reaksiyonu
olusturmasini engelleyen mekanizmanin bulunmasindan dogmaktadir. Bloke
edici ya da blokan antikorlar olarak tanimlanan bu tip immunglobulinlerin
varliginda, antijen-antikor birlesmesi gerceklesmekte, fakat aglitinasyon
g6zlenememektedir. Bu antikorlar Coombs serumu (anti-human globulin)
kullanilmak suretiyle ortaya c¢ikarlir. Ortama ilave edilen Coombs reakiifi,
antikorlar arasi kopruler kurarak gercek seropozitifligin ortaya ¢ikmasini
saglar (1-5). Bu testin Ozellikle dusuk titrede antikor iceren veya negatif
sonug alinan olgularin belirlenmesinde énemi vardir.

Rose Bengal ise B.abortus S99 siuspansiyonunun hasta serumu ile
lam Uzerinde karsilastirimasi sonucu aglutinasyonun olup olmadiginin
belirlenmesine dayanan bir testtir (11, 31). Aglttinasyon varliginda test pozitif

olarak degerlendirilir. Calismasi kolay ve hizli sonu¢ veren dusuk oranda
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yanlis pozitifligi olan bir tarama testidir (28). Ancak pozitif sonuglar SAT ile
konfirme edilmelidir (5).

Benzer sekilde tam kan ile calisilabilen SPOT testi de ¢abuk sonug
veren testlerden biridir. Ozellikle kitle taramalarinda kullanilir (4).

Brucella enfeksiyonlarinin serolojik tanisinda I6kosit tarafindan
fagosite edilen ortalama bakteri sayisinin degerlendiridigi opsonositofajik
test; antijene spesifik IgM, 1IgG ve IgA’nin saptanabildigi ELISA testleri;
immun-yakalama aglutinasyon testi olan Brucellacapt gibi yodntemler,
bakterilerden elde edilmis, saflastirlmis nukleoprotein kompleksinden
olusmus “Brucellergen” deri testi ve PCR tani da kullanilabilecek diger

yontemlerdir (4, 5).

Korunma

insanlarin brusellozdan korunmasi; dogrudan dogruya 6zellikle
koyun, kegi, sigir ve domuz gibi evcil hayvanlarin kontroll ve eradikasyonuna
baglidir. Brucella bakterisi ile enfekte olmamis sut danalari B. abortus 19
susu, sut kuzular B. melitensis Rev 1 susu asisi ile asilanmalidir (4, 5).

Brusellozdan korunmak igin alinmasi gerekli onlemler; risk altindaki
personelin (mezbaha iscileri, et paketleyicileri, laborantlar, veterinerler ve
hayvan bakicilari) eldiven ve tim kollarini érten giysiler giymeleri ve gozlik
takmalari gerekmektedir. Kirsal kesimdeki halk bilinglendiriimeli ve ¢ig sutten
peynir ve yad yapimi onlenmelidir. insanlarda kullanilabilecek etkin ve

guvenilir bir agi hentz yoktur (4, 5, 12, 32).

Bruselloz’da Immiin Yanit

immiin sistemin gelisimi icin en iyi itici giic konak ile mikroorganizma
arasindaki suregelen catismadir. Bu ¢atisma kimi zaman konak, kimi zaman

da mikroorganizma lehine sonuglanir (33). Ancak mikroorganizma, hucre

icinde kendisine immun sistemden kacabilecegi koruyucu bir alan
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buldugunda immun sistem mikroorganizmanin ¢ogalmasini kontrol etse de
genelde ortadan kaldirmakta yetersiz kalir.

Hucre igcinde yasama, koruyucu immun yanitin tipini de belirgin
etkiler. Hucre ici bakteri, antikor ve 6zgul olmayan sivisal efektor molekuller
ile nadiren iligki kurar; daha ziyade hucre iginde bir takim islemlerden
gecirilerek antijenik peptidler halinde Major Histokompatibilite Kompleksi
(Major Histocompatibility Complex; MHC) molekdulleri tarafindan T lenfositlere
sunulur. Yani hicre igi bakteriler ile gergeklestirilen enfeksiyonlarin bir diger
Ozelligi konagin antikorlardan ¢ok T hucreleri aracili  immunolojik
mekanizmalar kullanilarak savunulmasidir. T hicrelerinin en énemli gorevi
enfekte makrofajlarda etkili antibakteriyel fonksiyonlarin aktivasyonu, baska
bir deyisle mononukleer fagositin major efektér hicreye dontsmesidir (33).
Siklikla hdcre ici bakteriler makrofaj icinde yasamaya devam eder. Aktive
makrofajlar ile bu mikroorganizmalar arasindaki bu surekli savas bdlgesinde
karakteristik doku yaniti olarak grantilomat6z reaksiyon gelisir (33).

Hucre ici bakterilerin bir kismi konak hicresinde yasamaya iyi adapte
olmalarina ragmen, nadiren hicre digsinda da bulunurlar. MononUkleer
fagositleri yasamak icin tercih ederler ancak diger konak hucrelerini de
enfekte edebilirler. “Fakultatif hicre ici bakteri” olarak nitelendirilen bu
bakteriler icinde sayilan Brucella spp. nétrofiller tarafindan &ldirmeye
direncli, makrofajlarda ve profesyonel olmayan fagositlerde c¢ogalabilen,
konak hucreleri ile uzun sureli iliski kurabilen bir patojendir (33, 34).

Dogal immin yanit, patojenlere karsi enfeksiyonun erken
dénemlerinde ortaya c¢ikan, 6zgll olmayan ilk immin yanittir (33).
Bruselloz’da dogal immunitenin baslica roll, baslangictaki virilan bakterinin
sayisini azaltmak ve konakta T yardimci 1 (T heleper 1; Thl) tipi immun
yaniti olusturmak icin ortam hazirlamaktir (34). Bu savunma hattini asan
mikroorganizmalar spesifik olmayan sivisal ve hicresel komponentlerden
olusan ikinci bir savunma hatti ile karsilasirlar. Sivisal komponentler kanda,
dokularda, mukoid salgilar ve vucut sivilarinda bulunan antimikrobiyal sivisal
faktorlerdir (lizozim, interferon vb.). Hlcresel faktorler B ve T hicrelerinin

aktivasyonunu ve mikroorganizmalara kargi daha spesifik savunma
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olusmasini saglar. Makrofajlarin uyariimasi ve antijen isleyerek bunlari Th
hlcrelerine sunmasi Th hiicrelerinin sitokin [Interlkin (IL)-2, interferon (IFN)-
y v.b.))] salgilamasini artirdigi gibi, B hucrelerini de uyararak spesifik
antikorlarin  sentezlenip salgilanmasini  saglar. Makrofajlar tarafindan
sentezlenen IL-1 hem B hem T hucrelerinin uyariimasinda 6nemli isleviere
sahiptir (35).

Makrofajlar ve dendritik htcreler gibi antijen sunan hicreler (ASH) ve
Dogal olduricu (Natural Killer; NK) hacreleri invaze olan mikroorganizmalara
kargi reaksiyonda en erken gorev yapan hucrelerdir, cilt alti ve mukozal
bdlgelerde bulunur (39). Dogal imman yanit primer olarak monositik fagositler
ve dendritik hucrelerin bakteri tarafindan sentezlenen lipopolisakkarit,
bakteriyel lipoprotein ve lipoteikoik asit gibi Grunler ile konagin kendi yapi
elementlerini ayirt edebilmeleri yetenegine baghdir (33). Fagositik htcreler,
patern taniyan reseptorler (pattern recognition receptors; PRR) denilen bir
grup mikroorganizmanin paylastigi degismez molekuler paternlerini taniyan
reseptorler tasirlar. Makrofaj mannoz reseptér, CD14 ve ¢dpglu (scavenger)
reseptorler ve Toll benzeri reseptorler gibi belirli konak reseptoérlerine
bakterinin baglanmasi mikroorganizmanin aktif bir sekilde igeri alinmasini
saglar (33, 39). Hicre icine alinan bakteri ve apoptotik hiicreler ASH'lerce
islenerek peptidler haline getirilir, yeni sentezlenmis MHC sinif | ve sinif I
molekullerinin oluklarina ylklenerek, bu peptidlere 6zgul T hlcre reseptoériine
sahip T lenfositlerine sunulur. CD4* T hucreleri peptid-Sinif Il, CD8* T hicreler
ise peptid-Sinif | kompleksleri ile etkilesir (33, 39). Nitekim 1si ile éldurtimus
B. abortus’'un ASH fonksiyonunun farkh yonleri Gzerindeki etkileri ¢alisiimistir
ve in vitro calismalar B. abortus’un insan monositlerini proenflamatuvar
sitokinler TNF-q, IL- 1B, IL-6 salgilamasi icin uyardigini géstermistir (38, 39).
Sitokinler ile aktivasyon, ASH'yi daha c¢ok aktive eder, cesitli antibakteriyel
efektor mekanizmalarin hareketlenmesine neden olur, mononukleer
fagositlerin efektdér htcrelere donismesini saglar (33). Fagositoz ve
aktivasyonu takiben, ASH'ler yuzeylerinde MHC ve kostimilatér molekdiller
B7.1/2’inin dlzeylerini yukari ¢eker; ASH’ler daha sonra cilt ve mukozadan T
hicre bolgeleri olan lenf diglumlerine go¢ ederler. Bu bdélgelerde T hcrelerini
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T hicre reseptoru (THR)'nu aktive eden MHC peptid kompleksleri ve T
hdcrelerindeki CD28'i uyaran B7.1/2 gibi kostimulator molekuller yoluyla
stimlle eder (39). Bu iki sinyalin olusmasi, kazanilmis immanite gibi antijene
0zgu yolda T hucreleri aktive eder. Th1 hucrelerinin gelisimini IL-12 uyarir ve
boylece makrofajlari aktive eden Onemli bir sitokin olan IFN-y yapiminin
surekliligini saglar (36). Thl sitokini olan IFN-y, makrofaji aktive etmede ve
Brucella’nin neden oldugu enfeksiyonu sinirlandirmada hem in vivo hem de
in vitro onemli bir rol oynar. Zit olarak makrofaj aktivasyonu IL-4, IL-10,
Transforme edici buylume faktort (Transforming Growth Factor)-B gibi Th2
sitokinleri tarafindan baskilanabilir ve bu durum enfeksiyona duyarlligi
artirabilir (33). Makrofajlarin bakterisidal fonksiyonlari IFN-y ve TNF-a
tarafindan uyarilan reaktif oksijen metabolitleri ve reaktif nitrojen metabolitleri
ile gerceklestirilir (34).

Brucella bakterisi mukozal epitelden gegisi izleyerek bodlgesel lenf
noduna serbest ya da fagositik hiicre icinde tasinir (33). Peyer plaklarinda
mononukleer fagositler mikroorganizmay! alir, ancak tamamen eradike
edemez. Bunlar daha derin dokulara iletmek igin siginak ya da gegis sistemi
olarak gorev yapar (16, 33). Baslangicta mononUkleer fagositlerce alinmig
Brucella htcre iginde yasamini ve c¢ogalmasini sdrdurdr (33). Burada
Uredikten sonra lenf yolu ile genel dolasima karisir. Mikroorganizma
hematojen yayilimi takiben karaciger, dalak, kemik iligi gibi retikiloendotelyal
sistemden zengin organlarda lokalize olur.

Dogal ve o6zgun immudn yanitin effektdor hdcreleri olan nétrofiller;
muhtemelen insanda Bruselloz ile micadelede ilk ortaya ¢ikan immun sistem
hlcreleridir (38). Noétrofiller kemotaksis ile mikroorganizmanin giris bolgesine
hicum eder (33). Virllan ve atenlie Brucella suslarinin nétrofiller ile hizli
fagositozu, antikor ve kompleman ile opzonizasyonun ardindan gerceklesir.
Opzonize olmamis Brucella spp., fagositik hicreler ile zayif sekilde sindirilir.
Bu durum opzonizasyonun fagositoz igin gerekli oldugunu disundurir (34,
38). Ancak mikroorganizmanin nétrofil igindeki  bakteri  dldUrdcu
mekanizmalara direng gosterdigi izlenmigtir. Bunu saglayan mekanizmalar

tam olarak anlasiilmamak ile birlikte bu faktoérler arasinda adenin, guanin
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monofosfat uretimi ile notrofillerin degrantlasyonunun onlenmesi ve Cu-Zn
superoksid dismutaz uretimi sayilabilir (12, 34, 38).

Brusellozla mucadelede diger bir immin sistem huicresi dogal
oldartcu hucrelerdir. Hucre igi bakteriler ile yapilan calismalarda dogal
oldurtct hacrelerin  aktive oldugu ve bu bakteriler ile enfekte konak
hlcrelerinin parcalandigi gosterilmigtir. NK hacrelerinin enfekte ve enfekte
olmayan konak hucrelerini ayirt ederken inhibitor reseptorleri araciligiyla
MHC Sinif I molekulini eksprese etmeyen veya dusuk duzeyde eksprese
eden hedef hicreleri 6zellikle parcaladigi saptanmistir (33). Bunun yani sira
NK hucreleri aktive edildiklerinde IFN-y Ureterek ve makrofaj aktivasyonuna
katilirlar (33, 39). B. abortus’un IL-12 salgilamak igin antijen sunan hucreleri
uyararak NK hucrelerini aktive edebildigi gosterilmistir (33, 39). IL-12 de NK
hlcrelerini, dlduricu hicre olacak ve IFN-y sekrete edecek sekilde uyarir
(39).

Edinsel immunite; antijen ile karsilasildiginda uyarilan ve sadece o
antijene 06zgu olarak gelisen, ikinci karsilasmada daha gugla bir yanit
verilmesini saglayan sistemdir. Spesifik immuUnitenin baslica elemanlari T ve
B lenfositler, antikorlar ve bazi lenfokinlerdir. T lenfositler, hucresel
immunitenin kaynagi olarak direkt hicresel temas ve sitokinler yolu ile diger
T ve B hucreleri ile monosit fonksiyonlarini dizenlerler. T hicrelerinin immun
uyari sonrasi ¢esitli sitokinler salgilayarak diger T ve B hucreleri ile monosit-
makrofajlarin uyarilma ve olgunlagmalarini saglayan alt grubu yardimci Th
olarak adlandirilirlar. Bu grup ytzeyinde CD4 ve THRap tasir. Periferik T
lenfositlerinin %60-65'ini olustururlar. Yardimci hlicre grubu salgiladiklari
sitokinlere gore iki alt gruba ayrilabilir. B hlicre 6zellesmesi, inflamasyon ve
otoimmunitede yer alan Th1l lenfositler IL-2, IFN-y, TNF-B salgilarken, IL-4 ve
IL-5 salgilamaz. Th2 lenfositler ise IFN-y ve TNF-8 salgilamazken; IL-4, IL-5,
IL-6, IL-10, IL-13 salgilar. Diger bir T hucre grubu ise yabanci antijenleri HLA
sinif | molekilleri yardimiyla taniyip bu hicreleri 6ldiren sitotoksik T
hicreleridir. Bu hacreler CD8 ve THRaf molekulleri tagirlar ve periferik

lenfositlerin % 30-35’ini olustururlar (40).
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Antijenik uyari sonrasi, T hucrelerinden salinan sitokinlerin de
katkisiyla (IL-2, IL-6) B hucreleri plazma hucrelerine donuserek gelisimlerini
tamamlarlar ve ikincil lenfoid organlara (lenf bezi follikulleri ve dalak)
yerlesirler. Plazma hicreleri ise antikor olarak adlandinlan ¢ézunur formdaki
immunoglobulinleri sentezlerler. Plazma hucresine farklilagmayan bir grup B
hlcresi spesifik antijenik uyariyi taniyip saklayan bellek (memory) hicreleri
olurlar. Bunlar istirahat halinde kalirlar ve ayni antijenle yeniden
karsilastiklarinda sUratle gogalarak immudn cevabin daha hizli ve etkin bir
bicimde olugmasini saglarlar (37, 40).

Enflamasyon

Organizmanin, hicre hasari olusturacak uyaranlara karsi vaskularize
konnektif dokuda verdigi koruyucu yanittir. Amag, organizmayi hicre hasari
olusturan uyarandan ve bu hasarin sonucunda olugan nekrotik materyal ve
dokulardan temizlemektir. Enflamatuvar yanit konnektif doku, plazma,
dolasan hiicreler ve kan damarlarini igerir. iki tip enflamasyon mevcuttur.
Akut inflamasyon, nisbeten kisa sureli, birka¢ dakika ila birka¢ gln arasinda
olup esas Ozellikleri plazma protein ve sivisinin eksudasyonu, |6kositlerin
emigrasyonudur. Kronik inflamasyon ise daha uzun surelidir ve histolojik
olarak lenfositler ve makrofajlarin bulunusu, kan damarlar proliferasyonu ve
konnektif dokunun mevcudiyeti ile birliktedir (42).

Akut Enflamasyon

Organizmanin hlicre hasari olusturacak uyarana kargi verdigi ani ve
erken yanittir. Ug major komponenti vardir. Kan akisinda artisa neden olan
damar ¢apindaki degisiklikler, plazma protein ve |6kositlerinin sirkiilasyondan
disari c¢ikmasina yol acan mikrosirkilasyondaki striktirel degisiklikler,
mikrosirkulasyondan Iokositlerin  emigrasyonu ve hasar bolgesinde
toplanmasidir.

Hasarli bdlgede artan kan akisi ile karakterize vaskiller olay,
arteriolar dilatasyon ve kapiller yatagin aciimasiyla meydana gelir. Artan
vaskuler gecirgenlik, proteinden zengin ekstravaskuler sivi birikimine neden
olur ve eksudayl meydana getirir. Plazma proteinleri, damarlari ya venullerin

geniglemis intraendotelyal hucre bileskelerinden veya direk endotelyal hucre
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incinmesiyle terk eder. Baglica notrofiller olmak Uzere I6kositler, 6nce
adezyon molekulleriyle endotele yapisir, sonra mikrosirkulasyonu terk eder
ve kemotaktik ajanlarin etkisi ile hasarli bdlgeye dogru gog¢ ederler. Bunu,
hasar olusturan etkenin fagositozu takip eder ve bu da mikroorganizmanin
olumune yol acgabilir. Kemotaksis ve fagositoz esnasinda aktive |okositler
toksik metabolitleri ve proteazlari ekstraselliler olarak agiga ¢ikarabilir ve bu
da endotelyal ve doku hasarina yol agabilir (42).

Kronik Enflamasyon

Akut enflamasyonu takiben gelisebilir veya hasarlanmanin bagindan
itibaren kronik seyredebilir. Akut enflamatuvar yanit hicre hasari olusturan
uyaranin devam etmesi halinde ya da normal iyilesmedeki bazi
bozukluklarda kronik hale gecebilir. Cogu durumlarda kronik enflamasyon
primer olay olarak baslar. Genellikle, akut enflamasyona yol agan uyaranlara
gbre daha az toksik ajanlara maruziyet s6z konusudur. DuslUk toksisiteli
intraselltler  mikroorganizmalarla  gelisen  persistan  enfeksiyonlar,
parcalanamayan cansiz materyale (silika inhalasyonu) uzun sure maruz
kalma veya bazi otoimmun reaksiyonlar kronik enflamasyona yol agar. Kronik
enflamasyon makrofaj, lenfosit ve plazma hicrelerini, doku detruksiyonunu
ve fibrozisi iceren 6zellik tasir (42).

Enflamasyonun Kimyasal Mediyatorleri

Enflamasyonun vaskuler ve selliler yanitlari, plazma ve hicrelerden
cikan ve enflamatuvar stimulusla meydana gelen kimyasal faktorlerle ortaya
cikmaktadir. Bu kimyasal mediyatorler ve sitokinler, bir arada veya sirayla
etki yaparak enflamatuvar yaniti olustururlar. Mediyatoérler, aktive edilince
veya hlcreden salininca c¢ogu bozulur veya inaktive olur. Bu sekilde,
mediyator etkilerinin ayarlanmasinda kontrol ve denge sistemi vardir. Hemen
tim mediyatorler, hedef hlicredeki spesifik reseptére baglanarak biyolojik
aktivitelerini meydana getirirler (42).

Pro-enflamatuvar ve Anti-enflamatuvar Sitokinler

Ozellikle aktive lenfosit ve makrofaj gibi birgok hiicreden salinan,
degisik yapida bir grup ¢ozunur proteinden olusan polipeptitlerdir. Bazi

karakteristik ozellikleri vardir:
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a) Cok dusuk konsantrasyonlarda (<10-11 mol/L) aktif olan protein
yapisinda hormonlardir.

b) Dogal ve spesifik immunitenin efektdr evresinde Uretilirler.

c) Diger polipeptit hormonlar gibi hedef hiicredeki spesifik reseptorlere
baglanarak etki gosterirler.

d) Konagin immun ve enflamatuvar yanitlarina aracilik ederler ve
onemli otokrin, parakrin ve endokrin etkileri vardir (43).

Sitokinlerin enflamasyondaki en 6nemli etkileri endotel Uzerine olan
lokal etkileri ile sistemik olarak akut faz reaktanlari ve fibroblastlar Gzerinedir.
Endotelyal adezyon molekullerinin ylzey dizenlemesini saglar ve endotelin
trombojenitesini arttirirlar (42).

High Mobility Group Box-1 (HMGB1)

Yaklasik 30 yil 6nce, hucre nukleusundan histonlarla birlikte 30 kDA
molekul agirhkh protein serbestlestiriimis ve elektroforez jelindeki hizli
hareketinden dolayr High mobility group (yuksek hareketli grup) box-1
(HMGB1) olarak adlandiriimistir (80). Okaryotlardaki korunmus proteinler
arasinda en yararl olani olarak kabul edilen ve nuklear bir protein olan
HMGB1 kromatin baglayici 6nemli yapisal bir faktérdar. Nukleozomal yapi ve
stabilitenin  belirlenmesi, transkripsiyon faktorlerinin ayni kdkenli DNA
yapilarina baglanmasi gibi farkli hiicresel fonksiyonlar icerir. ileri derecede
elektriksel yluke sahip olan HMGB1, C-terminalinde negatif yukli reziduler
(aspartik ve glutamik asit), N-terminalinde pozitif yukli bolgeler (A box ve B
box) igerir. Sekonder DNA yapilari icin baglanma bdlgeleri mevcuttur. Bu
g6zlemler HMGBZ1'in DNA rekombinasyonu, onarimi, replikasyonu ve

transkripsiyonunda rol oynadigini desteklemektedir (81, 82, 83).

HMGB1 hemen her hicre tipinde Uretilir, ancak hucre duzeyi yas ve
gelisimle degisir. Hlcresel lokalizasyon calismalari, HMGB1'in nukleus ile
sitoplazma arasinda hucre siklusuna bagli olarak hareket ettigini ortaya
koymustur. HMGB1, karaciger ve beyin hucrelerinde belirgin  olarak
sitoplazmada bulunurken lenfoid hicrelerde hem sitoplazma da hem de

nukleusta yer alir (83, 84).
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Enflamasyona yanit olarak HMGBZ1'in bagisiklik sistem hucrelerinden
(monosit, makrofajlar) aktif, nekrotik hucrelerden de pasif salinimi s6z
konusudur (82). HMGBZ'in aktif salinimi, ekzojen bakteriyel endotoksin veya
endojen proinflamatuar sitokin (TNF-a, IL-1B) stimulasyonu ile doz ve zaman
bagimli olarak gerceklesir. Nekrotik ve hasarli hicrelerden pasif olarak
salinan HMGBL1 ise komsu bagisiklik sistem hilcrelerine hasar sinyalini tagir
(44, 85, 86).

Ekstraselliler HMGB1, in vivo enflamatuvar yanita aracilik eder.
Genetik olarak lipoplisakkarite direncli farelere intratrakeal verilen HMGB1
akcigerde nétrofil birikimini ve proinflamatuar sitokinlerin (TNF-a, IL-1B)
akciger dokusunda lokal uretimini stimule eder. Akciger dokusunun histolojik
incelemesinde interstisyel ve intraalveolar alanlarda nétrofil birikimi,
interstisyel 6dem, alveolar ylzeye protein eksudasyonu ile karakterize akut
diffiz enflamatuvar yanit goértlir (87). Ancak o©Onceki gdzlemlerde
rekombinant TNF-a inflzyonuna bagh sok tablosu gelistigi gosterilen
hayvanlarin aksine HMGB1 inflzyonu sok tablosu olusturmaksizin ani
kardiyak 6lime neden olur (88, 89). HMGB'in intraserebroventrikiler
verilmesi beyinde TNF-a ve IL-6 yapimini arttirir (90). Gastrointestinal sistem
Uzerine etkisi incelendiginde, nitrik oksit sentaz aktivitesini, epitelyal bariyer
fonksiyon kaybi ile intestinal mukozal permeabiliteyi ve mezenterik lenf

nodlarina bakteriyel translokasyonu arttirdigi gosterilmistir (91).

Enflamasyonun ge¢ mediyatdri olarak salinan HMGB1 sistemik
enflamatuvar yanit patogenezine erken mediyatér yanitindan sonra katilir
(45) (Sekil-2). Endotoksin verilmesinden 8 saat sonra ilk olarak serumda
tespit edilir ve 16-32 saate kadar artarak plato dizeyine ulasir (44). Benzer
olarak, deneysel sepsis modellerinde (cekal ligasyon ve perforasyon),
peritonit indiksiyonundan 18 saat sonra serumda HMGB1 saptandigi ve 72
saate kadar serum duzeylerinin ylksek kaldigi gosterilmistir (92). HMGBL1’in
gecikmis ortaya cikisl, deneysel endotoksemi veya sepsise sekonder
letalitenin baglangici ile paralellik gosterir ve sistemik enflamatuvar yanitin

TNF-a ve 6nceden tanimlanmis diger erken etkili mediyatdrlerinden farkhdir
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(93). Klinik ¢calismalar da serum HMGBL1 seviyelerinin belirgin olarak arttigini
gOstermigtir. Septik veya sepsise sekonder organ yetmezlikli hastalarin
serum HMGB1 duzeyleri saghkli gonullilere gore belirgin olarak ylksek

saptanmigtir (44).

Enterosit NO

a N '\‘lo kal bili T ‘
NO . askiiler permeabilite
Bakteriyel translokasyonT
Etil pirlivat
Endotel hiicresi
PIEMAPK

M{Vh ) Notrofll I
Enfeksiyon Makrofaj '. ml’,c"‘l Ve aderansi
Hemoraji =~ -, @ i,
oe® S ve ® Fibrinolizisin

regiilasyonu

Travma -§| "/, <

Pro-
enflamatuvar
sitokinler ve
kemokinler

Sekil-2: HMGB1’in makrofajlardan salinimi (105).

Hemorajik sok da enfeksiyon olmaksizin HMGBY'in sistemik
salinimini stimile edebilir. Klinik olarak hemorajik sokta 24 saat sonra
HMGBZ1'in serumda belirgin arttiy1 ve sok tablosu gerileyinceye kadar ylksek
kaldig1 gozlenmistir. Soka erken TNF-a yanitinin uyarisi ve hasarli ve 6lu
hlcrelerin uyarisi ile aktiflenen bagisikhk sistem hucrelerinden HMGB1
salindigi disinulmektedir (94).

Deneysel olarak HMGBZ1’in salinimini ya da aktivitesini inhibe eden
tedavi stratejileri, hayvanlarda sepsise baglh olimu o6nlemistir. HMGB1
antikorlari ve HMG A box (HMG’nin N-terminalinde yer alan pozitif yukli
bdlge) HMGBY'i antagonize ederken etil pirtivatin HMGB1 salinimini inhibe

ettigi gosterilmigtir (44).
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Ozet olarak HMGB1, letal sistemik enflamasyonun, monosit veya
makrofaj kaynakli geg¢ etkili sitokini olarak tanimlanmigtir. HMGB1'in geg¢
etkisi, TNF-a ve diger klasik proinflamatuvar sitokinlerden ayiran ozelligidir ve
dogal immun yanitin anlagiimasi ve manipule edilmesinde énemlidir (44).

Coziinebilir CD163 (sCD163)

Hemoglobin ¢opgl reseptor (CD163), haptoglobin—hemoglobin
kompleksinin endositozunda yer alan membrana bagli bir proteindir. Sadece
makrofajlar ve monositler tarafindan salinir ve alternatif olarak aktive
(antienflamatuvar) makrofajlarin belirteci olarak kabul edilmektedir. Bu
reseptor ilk defa 1987 yilinda saptandi (46). CD163 reseptort, ¢opgu
reseptdr super ailesi B sinifinin bir Gyesidir (47, 48).

CD163 Uzerindeki en onemli c¢alismalar siganlarda ve insanlarda
yapilmustir. (47, 49, 50, 51, 52, 53). Domuzlar Gzerinde yapilan bir ¢galisma da
CD163 antijeni saptanmis ve 2A10 antijeni olarak adlandiriimistir (54).
Siganlar Uzerinde yapilan bir ¢galisma da ise kromozom 6 Uzerinde kodlanan
ve ED2 antijeni ismi verilen peptid olarak saflagtinimistir (55).

CD163 reseptort 1076 aminoasitten olusan bir proteindir.
Ekstaselltler kismi 1003, transmemran kismi 24 ve stoplazmik pargasi ise 49
aminoasitten olusmaktadir (56- 48). Bugline kadar CD163 ‘Un 5 farkli izotipi
tanimlanmigtir. Bu izotipler kendi aralarinda sitoplazmik pargalari veya
fosforilasyon  bolgeleri  acisindan  farklihk  gostermektedir  (58).

CD163 reseptorini kodlayan gen 12. kromozomun 13p bdlgesinde
yer almaktadir. Bu genomik bdlge 17 ekson ve 16 introndan olusan 35 kD’luk
bir bolgedir (56, 57).

Genel olarak CD163 ¢opgl reseptdor monosit ve makrofajlar Gzerinde
secici olarak eksprese edilmekle birlikte bazi ¢aligmalarda tum monosit ve
makrofajlarin tGzerinde oldugu bildirilmistir (48, 59, 60). Bu ¢Opgl reseptor
Ozellikle dalak, plesanta, karaciger (kupffer hlcreleri), lenf didgumleri, timus,
kemik iligi, beyin, akciger ve periton gibi doku makrofajlarinda yuksek
duzeyde ifade edilmektedir (47).

CD163 ekspresyonu cesitli faktorlerden etkilenir. Ornegin; siklosporin

A ve forbol ester tedavisi sirasinda hlicre yluzeyinde ekspresyonu azalir (59,
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61, 62). CD163’Un salinimi pro- ve anti-enflamatuvar mediatorler tarafindan
duzenlenir. TNF-a, IFN-y ve LPS CD163 yapimi ve salinimini azaltirken;
glukokortikoidler, IL- 6, IL-10 artirmaktadir (57, 59, 60, 63, 64, 65, 66, 67).

Birkag yil dnce, makrofaj membran proteini olarak bilinen CD163,
immunolojik ve hemostatik 0zel fonksiyonlari olan bir protein olarak
bilinmekteydi. Guinumuzde ise monositlerin endotel ylzeyine yapismasinda
onemli bir reseptér oldugu kanitlanmistir. Ozellikle enflamasyonun erken
doneminde anti-enflamatuvar olarak monositler ylizeyinde ekspre edildigine
dair ¢galismalar bildirilmistir (50, 62).

CD163 reseptorl, akut ve kronik enflamasyonda, enflamasyonun
sonlandiriimasi asamasinda 6nemli bir dizenleyici mediatordur (63, 64, 68).
Enflamasyonlu dokuda makrofaj yanitinin dizenlenmesinde 6nemli oldugu
gorulmustar. Sistemik enflamasyonu olan hastalarda dolagimdaki monositler
Uzerinde ekspresyonu artmaktadir (67). Son zamanlarda yapilan
calismalarda CD163’un tolerans indlUksiyonu ve doku rejenerasyonunda
onemli goérevler Ustlendigi goérulmastir (65, 69). Bazi in vitro g¢alismalarda
sCD163’Un insan T lenfositlerinin aktivasyonunu ve proliferasyonunu inhibe
ettigi (70, 71) ve bdylece enflamatuvar yanitin baskilanmasini kolaylastirdigi
gOsterilmistir (71, 72). Frigler ve ark. sCD163'iin CD4" T lenfositler (izerinde
direkt baskilayici etkisi oldugunu gostermiglerdir (72).

CD163’Un en iyi bilinen fonksiyonu serbest hemoglobinin
temizlenmesidir. sSCD163 ise sitokinleri baskilayarak anti-enflamatuvar olarak
gOrev yapar.

Serbest hemoglobin ya ekstra ya da intravaskiler hemoliz ile kan
dolasimina salinmaktadir. Ekstravaskiler hemoliz, kemik iliginde ve dalakta
eritrositlerin makrofajlar tarafindan fagositozu ile olusur. intravaskiiler
hemoliz %10-20 oraninda eritrositlerin fagosite edilmesi ile olusur. Bu
mekanizma ile hemoglobin a ve B olmak Uzere 2 dimerine ayrilir. Bu iki
subunit haptoglobulin  tarafindan hemen yakalanir ve hemoglobin-
haptoglobulin kompleksi olusur (58- 65).

Haptoglobulin insanda 1 ve 2 olmak Uzere yaygin 2 alleli olan bir
plazma proteinidir. Hemoglobin baglayan protein, 3 majér fenotip gdsteren
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genetik polimorfizm ile ekspre edilmektedir (73, 75, 76). CD163 reseptoru
hemoglobin-haptoglobulin kompleks-2‘ye daha ylksek oranda afinite gosterir
(77). CD163 baglayan haptoglobulin 1 ve olusan hemoglobin-haptoglobulin
kompleks 1 IL-10 gibi anti-enflamatuvar sitokinlerin tretimini hizli bir sekilde
uyarir (Sekil-3).

CD163 makrofaj copcu reseptor

SRCR

Hemoglobin / Haptoglobulin
kompleksi

« Anti-
enflamatuvar
ajanlar

‘co)

Sekil-3: CD163 ¢odpgl reseptorin serbest hemoglobini dolagsimdan
uzaklastirmasi (106).

Diger taraftan CD163 baglayan haptoglobulin ve olusan hemoglobin-
haptoglobulin kompleks-2 ise anti-enflamatuvar sitokin salinimini uyarmaz
(73-74). Hemoglobin-haptoglobulin kompleksinin CD163’e baglanmasi Ca*?
varliginda gergeklesir (65, 78).

Son zamanlarda hemoglobin-haptoglobulin kompleks 1’in kazein
kinaz Il sinyaline bagl anti-enflamatuvar sitokin sentezini stimile ettigi rapor
edilmigtir (74).

Cozunebilir CD163 formu ise plazmadan daha g¢ok diger vicut
sivilarinda bulunur. sCD163'un BOS, sinovial sivi, asit sivisi vb. pek ¢ok

vucut sivisinda varligi gosterilmistir. Saglikli plazmada sCD163 0,73 ile 4,69
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mg/L arasinda, ortalama 1,87 mg/L olarak saptanabilir dizeyde olacagi
yayinlarda ifade edilmigstir (49, 47, 58, 61).

Cozunebilir CD163 pek ¢ok klinik durumla iligkili bir biyolojik
belirtectir. Koroner arter hastaligi, transplantasyon, ateroskleroz, RA,
lizozomal Gaucher hastaligi, kanser ile iligkili yeni makrofaja spesifik
biyobelirte¢ olarak gosterilmektedir (47, 79). Ayni zamanda (SIRS), sepsis,
bakteriyemi, mononukleoz, leishmaniasis, Crohn hastaligi, Colyak,
spondiloartropati, sinovit, skleroz, hepatit ve fulminan karaciger yetmezliginde
enflamasyonun saptanmasinda 6nemli bir rol oynar (64, 65, 71). Ayrica
lenfoma, reaktif hemofagositik sendrom, histiositik neoplazm,
miyeloproliferatif hastaliklar, myelo-monositik [6semi gibi immunohematolojik
hastaliklarla da iligkili bulunmustur. Ayni zamanda monositik enflamasyonla
karakterize diger durumlarla da iligkisi dokimante edilmistir. En ilging kismi
ise bu hastaliklarin iyilesmesi ile korele olarak bu reseptdr seviyelerinde artis
olmasidir (58, 63).

Bir ¢ok hastalikta hastalar intravaskiler hemolize ya da doku
yaralanmasina bagl olarak yaygin serbest hem/hemoproteinlere maruz
kalir. CD163 lokal yada dolasimdaki potansiyel toksik pro-enflamatuvar
hemoglobini temizlemek igin etkili bir sistem olarak goOsterilmektedir. Bu
nedenle esas enflamasyonda olmak Uzere pek ¢ok hastalikta prognostik bir
belirte¢ olarak kabul edilmektedir (79).

sCD163 son derece hassas ve iyi standarize edilmis ELISA kitleri ile
serum, plazma ve diger vicut sivilarinda oélgulebilir. Ayrica flow sitometri,
immunohistokimya, immunopresipitasyon ve Western blot yontemi ile de
tespit edilebilir.

Sonu¢ olarak, CD163 ¢opcu reseptor B sinifi Gyesi ve fonksiyonlari
tam bilinmeyen bir proteindir. Bununla birlikte sCD163 enflamasyon, sepsis
ve immunohematolojik hastaliklarda onemli bir biyolojik belirte¢ olarak
kullanilabilir. Bu hastaliklarin izienmesinde prognostik bir belirte¢ olarak kabul
edilmektedir. Diger enflamasyon belirtegleri ile karsilastirildiginda, bu belirte¢
sadece monosit/makrofaj hucrelerinden salinir. Ekspresyonunun CRP gibi
diger enflamasyon parametreleri ile korele olmadigi teyid edilmistir (58).
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GEREG VE YONTEM

Calismaya Uludag Universitesi Tip Fakultesi Klinik Bakteriyoloji ve
Enfeksiyon Hastaliklari Anabilim Dali’'na bagvurarak klinik, serolojik ve
bakteriyolojik olarak tani konulmus 23 “akut”, 15 “subakut” ve 11 “kronik”
olmak Uzere toplam 49 Brusellozlu hasta alindi. Hastalarin 32’si erkek, 17’ si
kadin idi. Bruselloz icin teshis kriterleri; klinik bulgular esliginde kan
kultirinde (BACTEC 9050, Becton-Dickinson Diagnostic Instrument System,
Sparks, A.B.D.) Brucella spp. Uretilmesi veya tek serum drneginde SAT ya da
Coombs’lu SAT’'nde 1/160 ve Uzerinde titre saptanmasidir.

Kontrol grubuna, daha &énce Bruselloz gecgirme 6ykusu olmayan,
serolojik ve klinik olarak Bruselloz ile uyumlu bulgu saptanmayan, ek
hastaligi bulunmayan, kan merkezine dondr adayi olarak bagvuran 52
saglikh kisi (38 erkek, 12 kadin) dahil edildi.

Calisma icin Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurul’dan onay ve
calismaya alinan tum hasta ve kontrol grubuna c¢alisma hakkinda bilgi
verilerek, onam alindi (26 Mayis 2009 tarih 2009-9/10 no.lu karar).

Serum HMGB1 ve CD163 duzeyleri icin; hasta ve saglikh kontrol
grubundaki kisilerden 10 ml kan alinarak 3000 devirde 5 dakika santrif(jj
edildi, serum kismi ayrilarak 2 adet ependorf tipline konuldu ve serum
ornekleri ¢alisilincaya kadar -20°C’de derin dondurucuda saklandi. Hasta ve
kontrol grubunda yeterli sayiya ulasildiginda HMGB1 ve sCD163 testleri
calisildi.

Serum HMGB1 Diizeylerinin Olgiilmesi

Serumda HMGB1 dlzeylerini saptamak igin; sandvi¢ enzim
immunassay (ELISA) kiti (HMGB1 ELISA kiti; Uscn Life Science Inc., Wuhan,
P.R. Cin ) kullanildi. Serum &rnekleri oda isisina getirilerek, ¢éztinmeleri
saglandi ve homojen karigim elde etmek igin yavas hizda vortekslendi. Testin
calisma prensibine gore;
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10.

Tam reaktifler kullanimdan vyaklagsik 30 dakika Once

buzdolabindan ¢ikarilip oda sicakligina (18°C-25°C) getirildi.

Her bir serum 6rnegdi 1/500 oraninda dilisyon sollsyonu ile

sulandirildi ve vorteks ile karistirildi.

Calisma plaginin her bir kuyucuguna hazirlanan 1/500
oranindaki sulandiriimis hasta serumlarindan 100 mikrolitre
(Ml) konarak 37°C’de iki saat inktbe edildi.

inkiibasyon sonrasi yikama islemi yapilmadan her kuyucuga
100 yl Reagent A konarak 37°C’de bir saat inkuibe edildi.

inkiibasyon sonrasinda her bir kuyucuk, U¢ kez 350

yikama solusyonu ile yikandi.

Yikama isleminden sonra her kuyucuga 100 ul Reagent B
eklenerek 37°C’de 30 dakika inklbe edildi.

inkiibasyon sonrasinda her bir kuyucuk, t¢ kez 350

yikama soltsyonu ile yikandi.

Yikama igleminden sonra her kuyucuga 90 ul subsrat
solusyon eklenerek 37°C'de 20 dakika inklibe edildi.
Substrat sollisyonu eklendikten sonra kuyucuklardaki sivinin

mavi renk aldigi goruldd.

inkiibasyon sonrasinda 50 pl stop soliisyonu eklenerek
reaksiyon durduruldu. Kuyucuklardaki mavi renkli sivinin sari

renk aldigi goruldu.

Reaksiyon durdurulduktan sonra olusan optik dansiteler 450
nm dalga boyu referans alinarak mikro ELISA okuyucuda

(Sunrise™, Tecan Grup Ltd., Mannedorf, isvigre) okundu.
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11. Optik okuma sonrasinda elde edilen degerler standart egriye
gore hesaplandi ve dilisyon faktorle carpilarak hasta ve

kontrol grubu serum HMGB1 duzeyleri saptandi.

Hasta grubunda olgum araligi 13,19-188,23 ng/ml olarak gercgeklesti.
Kontrol grubunda ise; 0,00-182,84) dlcum araligi ng/ml olarak tespit edildi.
Testin HMGB1 icin minimum tespit limiti 3,6 pg/ml idi.

Serum sCD163 Diizeylerinin Olgiilmesi

Serum sCD163 duzeylerinin dlgumu igin; mevcut ticari enzim
immunoassay (ELISA) kiti (Quantikine® Colorimetric Sandwich ELISA, R&D
Systems Inc. Tocris Bioscience - Boston Biochem, ABD) kullanildi. Serum
ornekleri oda 1sisina getirilerek, ¢ozunmeleri saglandi ve homojen karisim

elde etmek i¢in yavas hizda vortekslendi. Testin ¢alisma prensibine gore;

1. Tam reaktifler kullanimdan yaklasik 30 dakika o&nce

buzdolabindan ¢ikarilip oda sicakligina (18°C-25°C) getirildi.

2. Her bir serum o6rneginden 20 pl alinarak 180 pl dilusyon
solusyonu ile karistirlarak serumlar 1/10 oraninda

sulandirildi ve vortekslendi.

3. Calisma plaginin her bir kuyucuguna 100 pl assay dilient RD
1-34 konuldu.
4. Her bir kuyucuga 1/10 oraninda sulandiriimis serum ve

standart solusyondan 50 pl eklendi ve oda sicakhginda iki

saat inkube edildi.

5. inkiibasyon sonrasinda her bir kuyucuk, ¢ kez 400

yikama soltsyonu ile yikandi.

6. Yikama iglemi tamamlandiktan sonra her bir kuyucuga 200 pl
CD163 konjugat konarak oda i1sisinda iki saat inktibe edildi.
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7. inkiibasyon sonrasinda her bir kuyucuk, (¢ kez 400

yikama solusyonu ile yikandi.

8. Yikama isleminden sonra her bir kuyucuga 200 ul subtrast
solisyon eklenerek oda sicakliginda karanhk alanda 30
dakika inkuibe edildi.

9. inkiibasyon sonrasinda 50 pl stop soliisyonu eklenerek
reaksiyon durduruldu. Kuyucuklarda maviden sariya

donugum olacak sekilde renk degisikligi olustu.

10. Reaksiyon durdurulduktan sonra olusan optik dansiteler 450

nm dalga boyu referans alinarak okundu.

11. Optik okuma sonrasinda elde edilen degerler standart egriye
gbre hesaplandi ve dilisyon faktorle carpilarak hasta ve

kontrol grubu serum CD163 duzeyleri saptandi.

Hasta grubunda 6l¢gim arah@i 0,37-2,13 mg/L olarak tespit edildi.
Kontrol grubunda ise; 6lcim arahgi 0,21-1,52 mg/L olarak saptandi. Testin
sCD163 igin minimum tespit limiti ortalama 0.18 ng/ml olarak saptanmistir.

Hastalarda CRP duzeyleri nefolometrik metodla (Siemens BNII,
Cardiophase, Almanya) ve sedimantasyon duzeyleri fotometrik kapiller akis

kinetik analiz prensibine gére ( Alifax s.p.a, TEST1 THL, italya) &lculdii.

istatistiksel Degerlendirme

Elde edilen veriler Uludag Universitesi Tip Fakiltesi Biyoistatistik
Anabilim Dalr’nda istatistiksel olarak degerlendirildi. Verilerin istatistiksel
analizinde SSPS 13.0 istatistik paket programi kullanildi. 2’den fazla
bagimsiz grubun karsilastiriimasinda Kruskal-Wallis testi, 2 bagimsiz grubun
karsilastirimasinda Mann-Whitney U testi kullanildi. Sirekli degiskenler
dagilim yapisina gore ortalama ve standart sapma ya da medyan (minimum-

maximum) olarak, kategorik degiskenler ise n ve yuzde olarak verilmigtir
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Degiskenler arasindaki korelasyonu saptamada Pearson Kkorelasyon
katsayisi kullanildi. sCD163 ile HMGB1'in hasta ve kontrolleri ayirmadaki
performanslarinin degerlendiriimesi icinde ROC analizi yapildi. Anlamlilik

dizeyi p< 0.05 olarak alind1.

BULGULAR

Bu calismaya 32’0 erkek, 17’si kadin olmak Uzere toplam 49 hasta
alindi. Hastalarin yas ortalamasi 46,02 + 15,80 (minimum-maksimum = 20-
86) yil olarak bulundu. (Tablo-1). Kontrol grubuna ise 40’1 erkek, 12’si bayan
olmak Uzere toplam 52 kisi alindi. Saglikli kontrol grubunun yas ortalamasi

33,80 = 8,48 (minimum - maksimum= 18-55) yil olarak saptandi.

Tablo- 1 Hasta ve kontrol grubunun yas, cinsiyetlerinin karsilastiriimasi.

Hasta Kontrol
n % n %
Kadin 17 | 3469 | 12 | 23,08
Erkek 32 | 66,31 | 40 | 76,92
Toplam 49 |100,00| 52 | 100,00
Yas 46,02+15.80 33,848.48
(OrtalamatStandart sapma)

Hastalarimizin 23 “akut”, 15 “subakut” ve 11 “kronik” Bruselloz tanisi
almis idi. Sikayet suresi sekiz haftadan kisa olanlar akut, sekiz hafta ile 52
hafta arasinda olanlar subakut, bir yildan daha uzun sireli olanlar kronik

olarak degerlendirildi. Olgularin klinik formlara gére dagihmi Sekil-4’'de
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gorulmektedir.

Klinik form

25

20 -+

15 A

10 A

Hasta sayisi

Akut Subakut Kronik

Sekil- 4: Olgularin klinik formlara gére dagilimi.

Olgularin  %36,73’unde (n=18) enfeksiyon igin olasi kaynak
saptanmigtl. 10 (%20,40) olguda ¢ig sut Urunleri ve Ozellikle taze peynir
tiketimi mevcuttu. 8 olguda dogrudan hayvanlar ile temas Aykusu vardi
(%16,32). Bir olgu veteriner hekim idi (%2,04). Olgularin %63,26’unde (n=31)

ise kaynak saptanamadi. Olgularin olasi bulas yollari Tablo 2’ de verilmistir.

Tablo-2: Olgularin Olasi Bulas Yollari.

Bulas yolu n %

Cig sat ve sit Grand 10 20,40
Hayvan temasi 8 16,32
Mesleki temas 1 2,04
Bilinmeyen 32 63,26

Hastalarimizin en sik sikayeti ates (%67,34) ve 2. siklikta ise bel agrisi
ve atralji (% 38,77) oldugu goruldu. Bruselloz olgularinin semptomlari Tablo-
3’'de gorulmektedir.
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Tablo-3: Bruselloz Olgularinin Semptomlari.

Semptom Hasta sayisi %
Ates 33 67,34
Bel agrisi 19 38,77
Atralji 19 38,77
Halsizlik 18 36,73
Terleme 14 25,57
Basagrisi 8 16,32
Miyalji 8 16,32
Istahsizlik 3 6,12
Kusma 2 4,08
Bulanti 2 4,08

Olgularimizda en sik saptanan fizik muayene bulgusu atesti
(%36,73). Daha sonraki siklik sirasiyla osteoartikuler tutulum (%25,57) ve
hepatomegali (%6,12) idi. Olgularimizin fizik muayene bulgulari Tablo-4’de

gorulmektedir.

Tablo-4: Bruselloz Olgularinin Bulgulari.

Bulgular Hasta sayisi (%)
Ates 18 36,73
Osteoartikuler tutulum 14 25,57
Hepatomegali 3 6,12
Splenomegali 2 4,08
Epididimorsit 1 2,04
Endokardit 1 2,04

Calismaya alinan olgularimizin bazi laboratuvar verileri Tablo-5'de

Ozetlenmisgtir.
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Tablo-5: Bruselloz Olgularinin Laboratuvar Bulgulari.

Laboratuvar Ortanca deger | Minimum Maximum
Bulgular (n:49)
WBC 5,87 2,64 13,2
CRP 0,41 0,31 10,3
STA 320 20 2560
2-ME 80 20 1280
Sedimantasyon 22 2 116

Hasta ve kontrol grubunda serum HMGB1  duzeyleri
degerlendirildiginde, bruselloz grubunda HMGBZ1'in kontrol grubuna gore

anlamli sekilde artigi saptandi. Bu fark istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<
0.001) (Tablo-6, Sekil-5).

Tablo-6: Hasta ve kontrol grupta HMGB1 dizeyleri.

HMGB1
Hasta Kontrol p
(ng/mL)
Ortanca Deger 170,65° 77,09
< 0,001
(minimum-maksimum) | (13,19-188,23) | (0.00- 182,84)

4p<0,001 HMGB1 dlzeyleri kontrol grubuna gore anlamli sekilde artmistir.
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Sekil-5: Hastalarda ve saglikli bireylerde HMGB1 (ng/ml) dizeyleri.
Serum sCD163 dulizeyleri degerlendirildiginde, bruselloz grubunda
sCD163’Un kontrol grubuna gore anlamli sekilde arttigi saptandi. Bu fark

istatistiksel olarak anlamli bulundu (p< 0.001) (Tablo- 7, Sekil-6).

Tablo-7: Hasta ve kontrol grupta sCD163 dlzeyleri.

sCD163 Hasta Kontrol p
(mgiL)
Ortanca Deger 1,272 0,57
< 0,001
(minimum —maksimum) (0,37-2,13) (0,21-1,52)

%p<0,001 sCD163 diizeyleri kontrol grubuna gére anlamli sekilde arttigi gérilmustir.
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Sekil-6: Hastalarda ve saglikli bireylerde sCD163 (ng/ml) dizeyleri.

Akut, subakut, kronik brusellozlu hastalarda serum HMGB1 dizeyleri
karsilastirildiginda istatistiksel olarak hasta- kontrol grubunun aksine anlamli

bir fark saptanmamistir (p=0,828) ( Tablo-8, $ekil-7).

Tablo-8 Akut, subakut, kronik brusellozlu hastalarda HMGB1 duizeyleri

HMGB1 Subakut Kronik
Akut olgular p
(ng/mL) olgular olgular
Ortanca Deger 173,05 167,48 172,35
0,828
(minimum-maksimum) | (13,19- 187,99) | (18,52- 188,22) | (32,00- 182,48
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Sekil-7: Akut, subakut, kronik brusellozlu hastalarda HMGB1 dlzeyleri.

Akut, subakut, kronik brusellozlu hastalarda serum sCD163 duzeyleri
karsilastirildiginda hasta- kontrol grubunun aksine anlamli bir fark
saptanmamistir. (p=0.427) (Tablo-9, Sekil-8).

Tablo-9 Akut, subakut, kronik brusellozlu hastalarda sCD163 dlzeylerinin

karsilastiriimasi.

sCD163 Akut Subakut Kronik
(mg/L) olgular olgular olgular P
Ortanca Deger 1,12 1,55 1,04
0,427
(minimum-maksimum) |  (0,51- 2,08) (0,37-2,13) (0,63-1,88
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Sekil-8: Akut, subakut, kronik brusellozlu hastalarda sCD163 dizeyleri.

Serum HMGB1 ve sCD163 olgumleri akut ve subakut + kronik olgular
bazinda karsilastirildiginda akut brusellozlu olgularda istatistiksel olarak

anlamli bir fark saptanmamistir (Tablo- 10, Sekil-9 ve -10).

Tablo-10: Akut ve subakut, kronik brusellozlu hastalarda HMGB1 ve

Akt olgular

sCD163 duzeyleri.

Kronilk olgular

Subakut olgular

Akut

Subakut ve

olgular Kronik olgular P
HMGB1 173,05 169,39 0.541
(ng/ml) (13,19- 187,99 (18,52- 188,23) |
SCD163 1119 1,355 0.548
(mg/L) (0,51- 2,08) (0,37- 2,13) |
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Sekil-9: Akut ve subakut, kronik brusellozlu hastalarda HMGB1 duzeyleri.
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Sekil-10: Akut ve subakut, kronik brusellozlu hastalarda sCD163 dizeyleri.
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Serum HMGB1 ve sCD163 olgumleri akut+subakut ve kronik

olgular bazinda karsilastirildiginda kronik brusellozlu olgularda istatistiksel

olarak anlamli bir fark saptanmamigtir (Tablo- 11, Sekil-11 ve -12).

Tablo-11: Akut+subakut ve kronik brusellozlu hastalarda HMGB1 ve

sCD163 duzeyleri.
Akut ve
Kronik
Subakut p
olgular
olgular
HMGB1 (ng/ml) 170,56 172,35 0.801
(minimum-maksimum) (13,19- 188,23) (62- 182,48)
sCD163 (mg/L) 1,28 1,04 0.487
(minimum-maksimum) (0,37- 2,13) (0,63-1,88)

200 |
180 |-
160 |-
140 |-
120 |-
100 |-
80 |-

HMGE 1 (na/ml)

60 |-
40
20 |-

Akt + Subakut olgular

Kronik olgular

Sekil-11: Akut+subakut ve kronik brusellozlu hastalarda HMGB1 dizeyleri.
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Sekil-12: Akut+subakut ve kronik brusellozlu hastalarda sCD163 dizeyleri.

Pro-enflamatuvar sitokin olarak HMGB1’in hastalarin tanisinda
kullanilabilecek yeni bir test olarak kabul edilip edilemeyecegi arastirildi. Bu
dogrultuda HMGB1’in non-enfekte kontrol grubu ile hasta grubunu
ayirabilmedeki performansi incelendiginde, HMGB1 testi icin ROC egrisi
altinda kalan alan (AUC) 0,744 olarak bulunmustur (p<0,001). Buna goére
HMGB1 testinin, non-enfekte kontrol grubu ile hasta grubunu ayirmadaki
performansi istatistiksel olarak anlamlidir. HMGB1 testi icin esik degeri
>165,99 olarak alindiginda, duyarhihdr %61,2 (%95 guven araligi=46,2-
74,8) ve 0Ozgulligd %80,8 (%95 guven araligi=67,5-90,4) olarak
bulunmustur (Sekil-13).
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Sekil-13: HMGB1 testi igin ROC egrisi.

Anti-enflamatuvar sitokin olarak CD163’Un non-enfekte kontrol
grubu ile hasta grubunu ayirabilmedeki performansi incelendiginde, ROC
egrisi altinda kalan alan (AUC) 0,920 olarak bulunmustur (p<0,001). Buna
gbére CD163, non-enfekte kontrol grubu ile hasta grubunu ayirmadaki
performansi istatistiksel olarak anlamlidir. Brusellozlu olgularda tani testi
olarak bakildiginda, CD163 testinin esik degeri >0,82 olarak alindiginda
duyarhihigr %89,80 (%95 guven arali§i=77,8-96,6) ve oOzgulligua %90,38
(%95 guven arali§i=79,0-96,8) olarak bulunmustur (Sekil-14).
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Sekil-14: sCD163 testi icin ROC egrisi.

Brusellozlu hastalarin tanisinda ve takibinde kullanilabilecek yeni
tani testleri olarak HMGB1 ve CD163 karsilastiriididinda, hasta ve
kontrolleri ayirmada CD163’Un HMGB1'e gbére daha Ustlin performansa
sahip oldugu bulunmustur (p=0,001). Ayrica CD163’in duyarllik ve ézgullik
degerlerinin HMGB1’inkinden daha yuksek oldugunu saptadik (Tablo- 12,
Sekil-15).

Tablo-12: Brusellozlu hastalarda CD163 ve HMGB1’in karsilastiriimasi.

Duyarlilk | Ozgiillik | Esik deger
HMGB1 %61,22 %80,8 >165,9
(ng/ml)
CD163 %89,80 %90,38 >0,82
(mg/L)
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Sekil-15: sCD163 ve HMGB1’in ROC Egrilerinin Karsilastiriimasi.

Hasta grupta HMGB1 ve CD163 arasindaki Kkorelasyon
incelendiginde, HMGB1 ile CD163 arasinda istatistiksel olarak anlamli
korelasyon bulunmus; ancak HMGB1 ve CD163 ile LOKOSIT, sedim ve

CRP arasinda anlamli korelasyon tespit edilememistir (Tablo-13).

Tablo-13: HMGB1/sCD163 ve diger enflamatuvar belirtecler arasindaki
korelasyon.

HMGB1 ile sCD163 ile
r p r p
korelasyon korelasyon
sCD163 HMGB1 0,398
0,398 0,005 0,005
Sedimentasyon - Sedimentasyon -
0,061 0,685
CRP - CRP -
0,251 0,744
Lokosit sayisi - Lokosit sayisi -
0,296 0,111
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TARTISMA VE SONUG

Aslinda bir zoonoz olmakla beraber insanlarda ondulan ates, artrit,
endokardit, osteomiyelit gibi klinik tablolara yol agcan Bruselloz’da Brucella
bakterisine kargl olusan koruyucu immun yanitin anlasilmasi ve bu immun
yanitt guglendiren Brucella’'ya 06zgul protein antijenlerin saptanmasi,
bruselloz kontrolinde etkili olabilecek yeni agilarin gelistiriimesinde, yeni
tani reaktiflerinin hazirlanmasinda ve tedavi igin yeni yaklasimlarin
belirlenmesinde bize yol gosterici olabilir.

Brucella enfeksiyonlarina karsi gelisen konak immun yanitlarindan
antijen spesifik T hiicre aktivasyonu, CD4", CD8" T hicreleri ve sivisal
immun cevap rol oynamaktadir. Bununla birlikte asil koruyucu immun yanit
hidcresel immunitedir. Hucresel bagisiklikta temelde iki tip reaksiyon rol
oynar. T hlcre kokenli sitokinler, mikroorganizmalarin dldurtiimesine yol
acarken, diger taraftan CD8" sitotoksik T lenfositleri yolu ile enfekte
hlcrelerin lizisi gerceklesir (95,96).

Hem CD4" hem de CD8" T hicreleri dzellikle salgiladiklari IFN-y ile
makrofajlarin bakterisidal aktivitelerini arttirmasi en etkili mekanizma olarak
go6rilmektedir. Bu baglamda makrofaj aktivasyonunun degerlendirilebildigi
belirtecglerin kullaniimasi diagnostik ve prognostik deger tasiyabilir.

Lokal ve sistemik enfeksiyonlarin varliginin gosteriimesi, etkenin
bakteriyel, viral ve mantar ayriminin yapilmasi ve prognozunun
degerlendiriimesinde CRP, HMGB1 ve sCD163 gibi biyomarkerlar énemli
bir yere sahiptir (97, 98). HMGB1, son 10 yilda yapilan pek ¢ok ¢alismada
sepsisin ge¢ donem biyomarkeri olarak incelenmistir (44, 45, 92,95, 99 ).

Enflamasyonun ge¢ mediyatori olarak salinan HMGB1 sistemik
enflamatuvar yanit patogenezine erken mediyatdr yanitindan sonra katilir
(45). Endotoksin verilmesinden 8 saat sonra ilk olarak serumda tespit edilir
ve 16-32 saate kadar artarak plato duzeyine ulagir (44). Benzer olarak,
deneysel sepsis modellerinde (¢ekal ligasyon ve perforasyon), peritonit
induksiyonundan 18 saat sonra serumda HMGB1 saptandigi ve 72 saate
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kadar serum duzeylerinin ylUksek kaldigi gosterilmistir (92). HMGB1'in
gecikmis ortaya c¢ikisi, deneysel endotoksemi veya sepsise sekonder
letalitenin baslangici ile paralellik gosterir ve sistemik enflamatuvar yanitin
TNF-a ve 6nceden tanimlanmis diger erken etkili mediyatorlerinden farklidir
(93). Klinik calismalar da, serum HMGB1 seviyelerinin belirgin olarak
arttigini  gostermigtir. Septik veya sepsise sekonder organ yetmezlikli
hastalarin serum HMGB1 duzeyleri saglikli gonullilere gore belirgin olarak
yuksek saptanmistir (44).

CD163 reseptoru, akut ve kronik enflamasyonda, enflamasyonun
sonlandiriimasi agsamasinda 6nemli bir duzenleyici mediatordir (63, 64,
68). Enflamasyonlu dokuda makrofaj yanitinin dizenlenmesinde 6nemli
oldugu goérulmustir. Sistemik enflamasyonu olan hastalarda dolasimdaki
monositler Uzerinde ekspresyonu artmaktadir (67). Son zamanlarda yapilan
calismalarda CD163’un tolerans indiksiyonu ve doku rejenerasyonunda
onemli gorevler Ustlendigi gorulmustar (65, 69). Bazi in vitro g¢alismalarda
soluble CD163’uUn (sCD163) insan T lenfositlerinin aktivasyonunu ve
proliferasyonunu inhibe ettigi (70, 71) ve bdylece enflamatuvar yanitin
baskilanmasini kolaylastirdigi gosterilmigtir (71, 72). Frigler ve ark.
sCD163'in CD4" T lenfositler (izerinde direkt baskilayici etkisi oldugunu
gostermiglerdir (72). Bununla birlikte sCD163 enflamasyon, sepsis ve
immunohematolojik hastaliklarda 6nemli bir biyolojik belirte¢ olarak
kullanilabilir. Bu hastaliklarin izlenmesinde prognostik bir belirte¢ olarak
kabul edilmektedir.

Gani ve ark (100) yapmis oldugu bir calismada, bakteriyemili
hastalarda HMGB1 ve sCD163 duzeylerine bakilmis ve kontrol grubuna
gére anlamli olarak yuksek bulunmustur. Calismamizda bakteriyemi
olmasinin yanisira hicresel immdanitenin etkin oldugu brusellozda makrofaj
aktivasyonuna bagli olarak HMGB1 ve sCD163'Un serum duzeylerinde
degisiklik olabilecegi hipotezinden yola c¢ikilarak Brusellozlu hastalarda
serum HMGB1 ve sCD163 duzeylerine bakilarak saghkli kontrol grubu ile
karsilastirildi. Brusellozlu hastalarda pro-enflamatuvar sitokin olarak

HMGB1 ve anti-enflamatuvar sitokin olarakta sCD163 kontrol grubuna gore
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anlamli olarak yuksek bulundu. HMGB1 ve sCD163'Un brusellozlu
hastalarin tanisinda ve prognozunda biyolojik bir belite¢ olarak
kullanilmasini belirlemek amaciyla yapilan bu prospektif galisma; bu grupta
ilk calisma 6zelligini tagimaktadir.

Splichalova ve ark (101) yapmis oldugu bir galismada; domuz
yavrularinda virilan enterik patojenlerle olusturulan deneysel sepsis
modelinde HMGB1, enflamatuvar sitokinlerle iligkili bulunmus ve ciddi
sepsis olgularinda biyolojik bir belirte¢ oldugu vurgulanmistir.

HMGB1'In aktif salinimi, ekzojen bakteriyel endotoksin veya
endojen proinflamatuar sitokin (TNF-a, IL-1B) stimUlasyonu ile doz ve
zaman bagimli olarak gergeklesir (44, 85, 86). Genetik olarak
lipopolisakkarite direncli farelere intratrakeal verilen HMGB1 akcigerde
nétrofil birikimini ve proinflamatuar sitokinlerin (TNF-a, IL-1B) akciger
dokusunda lokal dretimini stimile ettigi saptanmistir (87). HMGB1'in
intraserebroventrikiler veriimesi beyinde TNF-a ve IL-6 yapimini
arttirmaktadir (90). Brusellozlu hastalarda immunite ve sitokin profili ile ilgili
Zapata ve ark (102) yapmis oldugu bir ¢alismada tedavi déncesi ve tedavi
sonrasi sitokin duzeyleri dlgulmusg ve brusellozlu hastalarda 6zellikle TNF-q,
IL-1B8, IFN-y dlzeyleri olmak Uzere sitokin dizeylerinde belirgin artis
gbzlenmis ve tedavi sonrasi Olgulen sitokin duzeylerinin ise; saglikli
kontrollere yakin degerler oldugu gortlmustir. Akbulut ve ark (102) yapmis
oldugu bagka bir calismada; brusellozlu hastalarda IL-6, IFN-y ve TNF-a
duzeyleri kontrol grubuna gore anlamli olarak yuksek bulunmus, akut ve
subakut bruselloz olgulari kargilastirildiginda anlamli bir sitokin yuksekligi
tespit edilmemistir. Akbulut ve ark'larinin (102) bir pro-enflamatuvar sitokin
olan TNF-a ile elde ettikleri verilere benzer olarak, calismamizda da akut,
subakut ve kronik brusellozlu hastalarda serum HMGB1 ve sCD163
dizeyleri ayri ayri kontrol grubu ile karsilastirildiginda serum HMGB1 ve
sCD163 duzeyleri anlamli olarak yuksek bulundu. Ancak olgular kendi
aralarinda alt gruplar olarak degerlendirildiginde serum HMGB1 ve sCD163

dizeylerinde anlamli bir fark saptanmadi.
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Deneysel olarak HMGB1'in salinimini ya da aktivitesini inhibe eden
tedavi stratejileri, hayvanlarda sepsise baglh 6lumu onlemistir. Yang ve ark
(92) fareler Uzerinde yapmis oldugu bir ¢calismada deneysel olarak sepsis
ve hemoraji olusturduklari farelerde anti-HMGB1 antikorlari veya HMGB1
inhibitorleri ile  HMGB1’in salinimini veya aktivitesini inhibe ettikleri
hayvanlarda organ hasari gelismesini onlemigler ve dolayisiyla yasam
surelerinin arttigini saptamiglardir. HMGB1 antikorlari ve HMG A box
(HMG’nin N-terminalinde yer alan pozitif yukli bolge) HMGB1’i antagonize
ederken, etil pirivatin HMGB1 salinimini inhibe ettigi gosterilmigtir (44).

Barnay-Verdier ve ark (103) yapmis oldugu bir galismada; sepsisli
hastalarin %37,5'da ve saglikli kan dondrlerinin ise %15inde HMGB1’e
spesifik Ig G antikorlarinin varligi saptanmis ve septik sok olgularinda,
yasayanlarda bu antikorlarin 6len hastalara gére daha yuksek oldugu tespit
edilmis ve dolayisiyla anti-HMGB1 antikorlarinin varligi surveyle iligkili
bulunmus.

Son dénemlerde hem hayvanlar hemde insanlar Uzerinde yapilan
calismalar gostermistir ki HMGB1; romatoid artrit, sistemik lupus
eritematozus, polimiyozit vb. hastaliklarin patogenezinde de énemli bir role
sahiptir. Bu hastaliklarin tedavisinde yeni yaklasimlar HMGB1’in hlicreden
salinnminin  ve reseptorleri ile etkilesimini inhibe edilmesi olarak
gorilmektedir (104)

Calismamizda  pro-enflamatuvar  sitokin olarak HMGB1’in
brusellozlu hastalarin tanisinda kullanilabilecek yeni bir test olarak
kullanilabilirligi arastirildi. Bu dogrultuda HMGB1’in saglikh kontrol grubu ile
hasta grubunu ayirabilmedeki performansi incelendiginde, HMGB1 testi
saglikh kontrol grubu ile hasta grubunu ayirmadaki performansi istatistiksel
olarak anlamli  bulundu. Brusellozlu olgularda tani testi olarak
degerlendirildiginde HMGBL1 testi icin esik degeri >165,99 olarak alindidi
zaman testin duyarlihdi %61,2 (%95 guven araligi = 46,2 - 74,8) ve
6zgulligu %80,8 (%95 glven araligi= 67,5 - 90,4) olarak saptandi.

Yapilan g¢aligmalarda sCD163 pek ¢ok klinik durumla iliskili bir
biyolojik  belirteg  olarak saptanmistir. Koroner arter hastaligi,
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transplantasyon, ateroskleroz, RA, lizozomal Gaucher hastaligi, kanser ile
iligkili yeni makrofaja spesifik biyobelirte¢ olarak gosterilmektedir (47, 79).
Ayni zamanda (SIRS), sepsis, bakteriyemi, mononukleoz, leishmaniasis,
Crohn hastaligi, Codlyak, spondiloartropati, sinovit, skleroz, hepatit ve
fulminan karaciger yetmezliginde enflamasyonun saptanmasinda énemli bir
rol oynar (64, 65, 71). Lenfoma, reaktif hemofagositik sendrom, histiositik
neoplazm, miyeloproliferatif hastaliklar, myelo-monositik [6semi gibi
immunohematolojik hastaliklarla da iligkili bulunmustur. Ayni zamanda
monositik enflamasyonla karakterize diger durumlarla da iliskisi dokimante
edilmistir. Yapilan galismalarda bu hastaliklarin iyilesmesi ile korele olarak
bu reseptor seviyelerinde artis saptanmistir. (58, 63).

Calismamizda brusellozlu hastalarda, anti-enflamatuvar sitokin
olarak CD163’un saglikli kontrol grubu ile hasta grubunu ayirabilmedeki
performansi incelendi. sCD163, brusellozlu olgular ile saglikh kisileri
ayirmadaki performansi istatistiksel olarak anlamli bulundu. Brusellozlu
olgularda tani testi olarak degerlendirildiginde CD163 testinin esik degeri
0,82 olarak alindiginda duyarlihgi %89,80 (%95 guven araligi = 77,8 - 96,6)
ve 6zgulligu %90,38 (%95 guven araligi = 79,0 - 96,8) olarak saptandi.

Calismamizda brusellozlu hastalarin tanisinda ve takibinde
kullanilabilecek yeni tani testleri olarak HMGB1 ve sCD163 karsilastirildi.
Brusellozlu olgulari saglikli kontrollerden ayirmada sCD163'Gtn HMGB1’e
gbre daha ustlin performansa sahip oldugu goéruldi. Ayrica bruselloziu
hastalarda sCD163’Un duyarlilik ve 6zgullik degerlerinin HMGB1’inkinden
daha yuksek oldugu da gosterildi.

Calismamizda brusellozlu olgularda HMGB1 ve sCD163 arasinda
korelasyon olup olmadigi arastirildiginda Brusellozlu olgularda HMGBL1 ve
sCD163 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir korelasyon oldugu tespit
edildi. Ancak HMGB1 ve sCD163 ile sedimantasyon, I6kosit ve CRP gibi
6zgul olmayan konvensiyonel testler arasinda korelasyon saptanmadi. Gani
ve ark (100) yapmis oldugu bir gcalismada da sepsis tanili olgularda HMGB1
ile CRP, sedimantasyon, I0kosit sayisi ve prokalsitonin arasinda korelasyon

saptanirken sCD163 ile herhangi bir korelasyon tespit edilmemigtir.

50



Sonug olarak; letal sistemik enflamasyonun, monosit veya makrofaj
kaynakli gec¢ etkili sitokini olarak HMGB1 ve enflamasyon, sepsis ve
immunohematolojik hastaliklarda o6nemli bir biyolojik belirteg olarak
sCD163’Un brusellozlu olgularin tanisinda ve bu hastalarin izlenmesinde
prognostik bir belirteg olarak kullanilabilecegi kanisindayiz. Bununla
beraber hem HMGB1 hem de sCD163 brusellozun akut, subakut ve kronik
formlarini ayirt edmede yetersiz kalmaktadir. Ancak bu konuda kapsamli
daha standardize edilmis test kitleri ile daha fazla olgu iceren ¢alismalara

gereksinim vardir.
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