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Ozet

Bu calismada Brucella melitensis ile dogal olarak enfekte 49 koyun fotusu Uzerinde etkenin varligi ve enfeksiyona bagl olarak
sekillenen degisiklikler morfolojik, bakteriyolojik ve immunohistokimyasal yontemlerle incelendi. Bakteriyolojik olarak incelenen 28
fétusun dokuzunda B. melitensis saptandi ve etken izole edilen bu olgular {izerinde immunohistokimyasal incelemeler yapildi. incelenen
dokuz fétusun akcigerlerinde bronkopnémoni, karaciger ve dalakta lenfoid ve lenforetikller hiperplazi dikkati cekti. Bakteriyolojik olarak
B. melitensis ile enfekte oldugu belirlenen dokuz koyun fétusunun hepsinin akcigerlerinde immunohistokimyasal olarak pozitif reaksiyon
tespit edildi. Fakat incelenen timuslarin hi¢birinde Brucella antijeni tespit edilmedi. Brucella antijeninin baslica makrofajlar, nétrofiller ve
hepatositlerde intrasellller olarak lokalize olduklari saptandi. CD3* T lenfosit infiltrasyonlart atik koyun fétuslarinin karaciger, akciger,
dalak, bébrek, kalp, beyin, bronsiyal lenf digimi, ince bagirsak ve abomazumda degisen yogunluklarda tespit edildi. Fétuslarda gelisen
lokal humoral immun yanrtin dalak ve lenf digimleri diginda iki fétus akciger ile bir fétus abomazumunda tespit edilebilen az sayidaki
lambda hafif zincir immunglobulin (A-Ig) pozitif hiicreler ile sinirli oldugu tespit edildi. Bakteriyolojik ve serolojik incelemelerin mimkin
olmadigdi, materyalin formaldehidde tespit edildigi ya da bakteriyolojik kiltirin negatif oldugu stipheli durumlarda Brucella etkenlerinin
immunohistokimyasal olarak belirlenmesi bu yéntemin tamamlayici teshis metodu olarak Kkullanilabilecegini géstermesi bakimindan
onem tasimaktadir. Ayrica, bu calisma ile koyun fétuslarinda meydana gelen abortuslarin yalnizca annede gelisen plasentitis nedeni ile
degil ayni zamanda brusellozise karsi olusan sinirli humoral ve hiicresel yanit nedeni ile gelisebilecedi belirlenmigtir.

Anahtar sézciikler: Abortus, Brucella melitensis, CD3, immunohistokimya, Koyun, Lambda hafif zincir immunglobulin

CD3 and Lambda Light Chain Immunglobulin Expressions in the
Aborted Sheep Fetuses Naturally Infected with Brucella melitensis

Summary

In the present study 49 sheep fetuses naturally infected with Brucella melitensis were morphologically and immunohistochemically
evaluated in association with bacteriologic culture. B. melitensis was isolated from nine fetuses of the 28 cases of which bacteriological
analysis was performed and further immunohistochemical investigations were performed to those B. melitensis positive cases.
Histopathological changes of nine sheep fetuses were mainly bronchopneumonia in the lungs and lymphoreticular hyperplasia in the
liver and spleen. Nine sheep fetal lungs microbiologically infected with B. melitensis were also immunohictochemically positive.
However, the antigen was not detected in any of the thymus examined. Intracellular antigenic localization was identified mainly in
macrophages, neutrophils and hepatocytes. CD3* T lymphocytes were determined with varying intensities in the liver, lungs, spleen,
kidney, heart, bronchial lymph node, small intestines and abomasum of the aborted sheep fetuses. Local humoral response were
limited and reflected as a few lambda light chain positive (A-Ig) cells in only two lungs and one abomasum addition to spleens and
lymph nodes of the aborted fetuses. In the present study determination of the Brucella causative agents with use of
immunohistochemistry showed that this method could be useful as complementary method in cases where bacteriologic culture and
serology is not available, in cases where sample fixed in formaldehyde or in suspicious cases where culture is negative. Furthermore,
abortuses in sheep fetuses could occur not only as a result of plasentitis but also limited humoral and cellular response of the fetuses.
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GIRiS

Tirkiye'de hayvan yetistiriciligini olumsuz yonde etki-
leyen faktorler arasinda abortuslarin 6nemli bir yer tut-
tugu bilinmektedir. Evcil hayvanlarda non-enfeksiy6z ve
enfeksiyoz etkenler abortuslara neden olmakla birlikte,
enfeksiydz hastaliklar abortus sebepleri arasinda basta
gelmektedir. Koyun abortuslarinda da enfeksiyéz has-
taliklar 6nemli rol oynamakta ve bunlar arasinda da
brusellozis ilk siralarda yer almaktadir **. Brusellozis,
insan ve hayvanlarda Brucella cinsine ait mikroorga-
nizmalar tarafindan olusturulan bulasici, genellikle sub-
akut ve kronik seyirli zoonotik karakterde bir enfek-
siyondur *3. B. melitensis koyun brusellozisinin baslica
etkenidir, ancak B. abortus’a bagli dogal enfeksiyonlara
da rastlanmaktadir *. B. melitensis ayrica insanlarda
Malta hummasi olarak bilinen hastaligin etkenidir. ilk kez
1950’li yillarda identifiye edilen bir Brucella mutanti olan
B. ovis ise koyun vyetistiriciliginin yapildigi bir¢ok tlkede
koglarda epididimitis ve koyunlarda ise plasentitis ve
abortusa neden olmaktadir *.

Ulkemizde yapilan arastirmalar, brusellozisin sigir ve
koyun populasyonlarinda yaygin oldugunu gostermekte
olup, en sik olarakta B. melitensis izole edilmistir °.
Kayseri yoresinde abortus yapan koyunlarda yapilan bir
¢alismada Brucella seropozitifligi %12.96 olarak saptan-
mistir ©. Glrtirk ve ark.” Van ve yoresinde koyun ve sigir-
larda brusellozis insidensi lzerine yaptiklari arastirma-
larda abortus yapan koyunlarin %13.4’Gnde Brucella
spesifik antikorlarin varligini tespit etmislerdir. Kiran ve
ark.® Konya yoresinde koyun abortuslari tzerinde yap-
tiklari calismada bakteriyolojik yonden incelenen koyun
fotuslerinin %31.1’inde B. melitensis izole etmislerdir.
Kars ilinde brusellozisin tespit ve sagaltim calismalarina
ragmen insidansinin %6.49 - %74 arasinda oldugu bil-
dirilmistir **°.

Brucella spp. fakultatif intraselliler bir bakteri olup
konakgida humoral ve selliler immun yanit sekillenme-
sine neden olmaktadir *. Brucella gibi intrasellller bakte-
rilere karsi olusacak olan bagisiklik, konakgi sellller ceva-
binin aktivasyonuna baglidir 2. Bu nedenle de lenfosit
proliferasyonu oldukg¢a énemlidir. Brucella spp. protein-
leri lenfositlerin proliferasyonunu uyarmaktadir. CD mole-
kiilleri olarak adlandirilan ayirici antijenler (CD, Cluster
of differentiation), T ve B lenfositleri ile plazma hicreleri ve
dogal katil hlicrelerinin ayiriminda kullanilabilmektedir .

T lenfositlerin brusellozis enfeksiyonlarindaki koru-
yucu rolleri bilinmektedir *. T lenfositler, B. abortus’un
neden oldugu enfeksiyonlarda makrofajlarin hicre igi
bakteri 6ldiirme etkinliklerini arttiran gamma interferon
(IFN-y) ve benzeri molekiler salgilanmasini saglamakta-
dirlar **. T-hiicre-aracili bagisiklikta etkili olan diger bir

mekanizma ise enfekte hiicrelerin spesifik sitotoksik T
lenfositler ile eritilmeleridir **. Diger yandan, spesifik
anti-Brucella sitolitik aktivitesinin baslica CD3* ve CD8*
tarafindan saglandigi bildirilmistir*’.

Brucella etkenlerine karsi gelisen bagisiklikta antikor-
larin da etkili oldugu, ayrica IgG’nin komplement ile bir-
likte enfekte hiicrenin yok edilmesinde rol oynadig bilin-
mektedir ***. Campero ve ark.", bogalarda deneysel ola-
rak olusturduklari brusellozis enfeksiyonunda genital
organlarda immunoglobulin iceren plazma hiicrelerini
immunohistokimyasal yontemlerle tespit etmislerdir.
Bildirilen bu c¢alismalara ragmen Brucella spp. pozitif atik
fotuslarin enfekte doku ve organlarinda sekillenen
yangisal infiltrat icinde bulunan ve sellller-humoral
immun yanit olusumunda rol oynayan T lenfositler ile
lambda hafif zincir immunglobulin (A-1g) pozitif hiicre-
lerin immunohistokimyasal yontemlerle incelendigi bir
calisma tespit edilememistir. Bu ¢alismada brusellozis
sonucu fotal dokularda gelisen bulgularin siddeti ve
dagilimlari ile Brucella antijeninin dagilimi arasindaki ilis-
kinin belirlenmesi amaclandi. Ayrica, yangisal infiltrat
icinde bulunan ve selliiler ve humoral immun yanitin olu-
sumunda rol oynayan CD3* T lenfositler ile A-Ig sentez-
leyen hiicrelerin dagilimi immunohistokimyasal yontem-
lerle belirlenerek hastaligin patogenezisindeki rolleri
incelendi.

MATERYAL ve METOT

Calismanin materyalini Kafkas Universitesi, Veteriner
Fakiltesi, Patoloji Anabilim Dalina Aralik 1999 - Mart
2008 tarihleri arasinda getirilen koyun fétuslari olus-
turdu. Gelen fétuslarin rutin nekropsilerinin yapilmala-
rinin ardindan alinan doku ve organ 6rnekleri %10’luk
formaldehid soliisyonunda (46 f6étus) ya da ginkolu fik-
zatifte (3 fotus) tespit edilip, rutin islemlerden gegirildi.
Hazirlanan parafin bloklar 5 mikrona ayarli mikrotomda
kesilerek, hematoksilen-eozin (HE) boyama metoduyla
boyandi. Hazirlanan preparatlarin histopatolojik yonden
degerlendirmeleri 15tk mikroskobunda yapildi. incelenen
toplam 49 koyun fotusundan 28’inde bakteriyolojik ince-
lemeler yapilirken, 21’inde ise bakteriyolojik incelemeler
yapilamadi. Bakteriyolojik incelemeler yapilabilen 28
fotusun dokuzunda B. melitensis saptandi. Etken izole
edilen bu olgular lizerinde immunohistokimyasal incele-
meler yapildi. incelenen dokuz fétusa iliskin detayl bil-
giler Tablo 1'de verildi.

Bu galismada avidin-biotin peroksidaz metodu immuno-
histokimyasal yéntem olarak kullanildi . immunohisto-
kimyasal boyamalar icin parafin bloklardan alinan 5 mik-
ron kalinhigindaki kesitler aminopropyltriethoxylane (APES)
ile kaplanmis lamlar tzerine alindi. Boyanacak kesitler



deparafinizasyon ve dehidrasyondan sonra endojen per-
oksit aktivitesini 6nlemek icin hidrojen peroksit’in distile
sudaki %3’lik ¢ozeltisinde 20 dakika inkiibe edildi. Cahs-
mada kullanilan tim dokular, antijenik sitelerin aciga
cikarilmasi amaciyla, 0.1 M sitrat buffer (pH 6.0) soliisyo-
nuna yerlestirildi. Ardindan, mikrodalga firinda (800
watt) 10 dakika sireyle isleme tabi tutuldu. Kesitlerin
PBS (Fosfatli Buffer Sollisyonu) ile yikanmalarinin ardin-
dan dokular rabbit anti-Brucella, rabbit anti-human A-Ig
poliklonal antikorlari ile Tablo 2’de belirtilen dillisyon ve
strelerde inklibe edildi. Daha sonra kesitler biyo-
tinlenmis goat anti rabbit immunoglobulini (1/300) ile
oda isisinda 30 dakika inklbe edildi. Tim kesitler, PBS
ile yikanmalarinin ardindan, peroksidaz baglanmis
streptavidin (1/300) ile 30 dakika inkiibe edildi. Renk
ortaya ¢ikarici substrat olarak, PBS’de %0.035 oraninda
hazirlanmis 3.3’-diaminobenzidine tetrahydrochloride
(DAB, DAKO) soliisyonu kesitlere 1 dakika siire ile
uygulandi. Kesitler Harris Haematoxylin ile boyandi ve 5
dakika musluk suyunda yikandi. Daha sonra immunmount
ile kaplanarak i1sik mikroskobunda incelendi.

Tablo 1. Koyun abortus zamanlari, abortuslarin cinsiyeti ve atik
ylizdeleri

Table 1. Sheep abortus times, sex of the aborted fetuses and
percentages

Fotus Atik fotus yasi Atigin Surideki atik
no. (ay) cinsiyeti yiizdesi (%)

1 4.5 - 13

2 45 Disi 40

3 4 Disi 5

4 - - 7

5 - Erkek 10

6 - Erkek 5

7 4.5 - 30

8 - Erkek 9

9 - - 14
Toplam - - 10

Tablo 2. Calismada kullanidan antikorlarin spesifite, diliisyon
oranlart ve inkiibasyon siireleri

Table 2. Antibody specifity, dilution rates and incubation times

Firma (Katalog

Diliisyon Inkiibasyon No., Klon)

Primer antikor

Becton, Dickinson

Poliklonal rabbit and Company, Sparks,

*
anti-Brucella L L seeld Maryland, USA (Cat.
No. 240934)

Poliklonal rabbit Kullanima Dako, Glostrup,
anti-human hazir 30 dak.  Denmark (Cat. No.
CD3, T-cell N1580)
:;)Lliliounr:;;abblt Novocastra, Newcastle

" 1/2000 1 saat upon Tyne, UK
Icahrzik:]da light (NCL-LAMp)

* Tlm inkibasyonlar oda isisinda gerceklestirilmistir
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Rabbit anti-human CD3 ile boyanacak kesitlere ise
biyotinlenmis link olarak anti-mouse ve anti-rabbit immun-
globulin (LSAB2TM system, Dako) ve Streptavidin HRP
(LSAB2TM system, Dako) sollsyonlari 15’er dakikalik
surelerle uygulandi. Negatif kontrollerde ise primer anti-
kor yerine PBS ya da immun olmayan serum kullanildi.

Histopatolojik bulgular meydana gelen lezyonun sid-
deti dikkate alinarak, 1sik mikroskobunda (Olympus BX51)
yapilan semikantitatif degerlendirme sonuglarina goére;
- : lezyon yok; +: hafif; ++ : orta; +++: siddetli, seklinde
degerlendirildi. Yine, benzer bir sekilde, Brucella, A-Ig ve
CD3 immunohistokimyasal boyama sonuclari da dokuda
tespit edilen antijen miktarlari ve immunohistokimyasal
boyanma derecelerine gore - : negatif; + : hafif; ++ : orta;
+++ : yogun, seklinde derecelendirildi.

Bakteriyolojik incelemeler

Atik fotuslardan alinan doku ornekleri %7’lik kanli
agar (Oxoid, CM 271) ve Brucella selektif suplement
(Oxoid, SR209E) iceren Brucella Medyumunda (Oxoid,
CM 169) kilture edildi. Kalturler aerobik ve mikro-
aerofilik (Microaerobic kit, Merck, Anaerocult C) olarak
37°C de 5-7 giin siireyle inkiibe edildi. inkiibasyondan
sonra izolasyonu yapilan Brucella kolonileri, boya ve CO2
varliginda biylime, oksidaz ve H2S, Ureaz, katalaz Ure-
timi, hareketlilik, kilttr karakteristikleri ve Gram boyama
morfolojisine gore identifiye edildi.

BULGULAR

Bu calismada, Kafkas Universitesi, Veteriner Fakiil-
tesi, Patoloji Anabilim Dali’'na Aralik 1999 - Mart 2008
yillari arasinda getirilen toplam 49 koyun atik fotusu
incelendi. Calismada mikrobiyolojik ve immunohisto-
kimyasal bulgulari pozitif olan toplam dokuz olgu deger-
lendirildi.

Makroskobik Bulgular

Enfekte olan bitin fétuslarda makroskobik lezyonlar
saptandi. Bu lezyonlarin dagilimi ve karakteri agisindan
fotuslar arasinda fark olmadigi gorildi. Enfekte olan
fotuslarin cogunun akciger, abomazum icerigi ve lenf
digimlerinde patolojik degisiklikler saptandi. Bu foétus-
larda subkutan dokunun 6demli oldugu, toraks ve abdo-
minal bosluklarda acgik kirmizi renkli bir sivinin bulun-
dugu goralda.

Enfekte akciger loplarinda fokal ya da diffuz, sert,
griden koyu kirmiziya kadar degisen alanlar gorildi. Bazi
fotuslarda her iki kaudal lobun tamamiyla etkilendigi
saptandi. Bu loblarin gri ve sert kivamda oldugu ve kom-
su kaburganin izler olusturdugu belirlendi. Abomazumda
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ise viskoz karakterde bulanik sari-kahve renkli, fibrinli bir
sivi tespit dildi.

Histopatolojik Bulgular

Histopatolojik, immunohistokimyasal ve bakteriyo-
lojik inceleme sonuglari Tablo 3 ve 4’te verildi. incelenen
tum fotuslarda bronkopnémoni ve interstisyel pnémoni
lezyonlari goruldi. Akciger bronsiyol lumenlerinde not-
rofil 16kosit ve alveolar makrofaj infiltrasyonu tespit edildi
(Sekil 1a). Nadiren, interalveoler septada, multifokal
olarak, 6dem ile beraber seyreden makrofaj ve nétrofil
infiltrasyonu gorildu. Siddetli bronkopnémonili fotusla-
rin bronsiyol ve alveollerindeki eksudat icerisinde orta
dereceden yaygin miktara kadar degisebilen derecelerde
fibrin, bronsiyol ve alveol epitellerinden dejenerasyon ve

niklear hiicre infiltrasyonuna sinirli miktarlarda notrofil
I6kositlerin katildigi tespit edildi. incelenen tiim olgu-
larda Remark kordonlarinin dizilisinin bozuldugu goril-
du (Sekil 1b). Ayrica, sinusoidlerin genisledigi ve hipe-
remik olduklari dikkati ¢ekti. Yine, incelenen fotuslarin
timiinde portal bolgeler ile sinusoidlerde adaciklar ha-
linde ya da yaygin bir sekilde bulunan ve hematopoiezisi
vurgulayan eritropoietik serideki hicrelerin fokal hiicre
klonlarinin bulundugu goérildi (Sekil 1b). Bunlara ek ola-
rak, dejenere ve nekroze olan safra kanal epitel hiicrele-
rinin kismen ya da tamamen lumene dokildikleri tespit
edildi.

incelenen fétuslarin ¢cogunda dalakta herhangi bir
reaksiyon goriilmedi. Etkilenen fotuslarda olusan lez-
yonlar genel olarak bir benzerlik tagimaktaydi. Etkilenen

Tablo 3. Fétus parankim organlarinda yapilan bakteriyolojik, histopatolojik ve immunohistokimyasal inceleme sonuglart
Table 3. Bacteriological, histopathological and immunohistochemical investigation results of the fetal parenchymal organs

Histopatolojik lezyonlar *

Immunohistokimya **

Fotus Brucella
no. Kiiltiir Karaciger Akciger
Dalak Bobrek Kalp Karaciger Akciger Dalak Bobrek Kalp
PPLI HD BIP
1 + + + +++ - + - - +++ - - -
2 + - - +++ ++ ++ - - +++ +++ - -
3 + + - +++ ++ ++ - +++ +++ +++ ++ ++
4 + + + +++ ND ++ + - + ND - -
5 + + + + ND ++ + - + ND - -
6 + + - ++ ++ ++ + - +++ ++ - -
7 + + - ++ ND +++ ++ - +++ ND - -
8 + + + ++ ++ ND + - + +++ ND -
9 + ND ND +++ ND ND ND ND +++ ND ND ND
Toplam 10/10 8/9 4/8 10/10 4/5 8/8 5/8 1/8 9/9 4/5 1/7 1/8
(%) 100 88 50 100 80 100 63 13 100 80 14 13

* - Lezyon yok, + hafif, ++ orta, +++ siddetli, ** Antijen miktary - negatif, + hafif, ++ orta, +++ yogun ND- Yapimad,,
PPLI- Periportal l6kosit infiltrasyonu, HD- Hidropik dejenerasyon, BIP- Bronkointerstisyel pnémoni, KC- Karaciger, AC- Akciger

deskuamasyon, nekrotik hiicre kalintilari, makrofaj ve
notrofil infiltrasyonlar belirlendi. Kiiglik capli havayolla-
rinin makrofaj ve hiicresel dokintiler sonucu tikandigi
goruldi. Diger mikroskobik bulgular arasinda makrofaj ve
notrofillerin perivaskiler birikimi bulunmaktaydi. Ayrica,
interlobuler septal dokuda nétrofil I6kositler ile makro-
fajlardan olusan yangisal infiltrasyon ve 6dem sonucu
genisleme dikkati ¢ekti. Diger enfekte fotuslarin havayol-
larinda ise orta siddette makrofaj ve nétrofil infiltrasyonu
ile birlikte alveol duvarlarinda hafiften ortaya kadar
degisebilen derecelerde kalinlasma tespit edildi. Etki-
lenen fotuslarda, siklikla, bitisik lobulus ya da tim akci-
ger lobunu etkileyen diffuz yangisal reaksiyon goruldi.

incelenen foétuslarin hepsinde hepatik lezyonlarin
bulundugu goraldid. Tim olgularda portal boélgelerde,
damarlar ve safra kanallari etrafinda mononiiklear hiic-
relerden olusan ¢ok hafif bir yangisal hiicre infiltrasyo-
nunun bulundugu gorildda. Yalnizca bir olguda mono-

Tablo 4. Diger fétal organlardaki histopatolojik ve immuno-
histokimyasal inceleme sonuclart

Table 4. Histopathological and immunohistochemical
investigation results of the other fetal organs

Fétus  Histopatolojik lezyonlar *  immunohistokimya **
no.
B BLN T SI A B BLN T SI A

1 - ND ND + ND - ND ND ++ ND
2 +++ ++ + ND ND +++ ++ - ++ ND
3 ND ND ND ND ++ ND ND ND ND +++
4 + ND ND ND ND - ND ND ND ND
5 ND ND + + ++ ND ND - + 4+
6 ND ND ND ND ND ND ND ND
7 + ND ND ND ND ND ND ND ND

Toplam 4/5 1/1 2/2 2/2 2/2 3/5 1/1 0/2 3/3 2/2
(%) 100 100 100 100 100 60 100 O 100 100

* - Lezyon yok; + hafif; ++ orta; +++ siddetli

** Antijen miktary - negatif; + hafif; ++ orta; +++ yogun

ND- Yapiumad., B-Beyin, BLN- Bronsiyal lenf diigtimi, T- Timus,
SI- ince bagirsak, A- Abomazum




dort fotusta tespit edilen baslica bulgular arasinda beyaz
pulpadaki lenfositik odaklarda kiiglilme, kirmizi pulpada
gorulen mononiklear infiltrasyon ve sinusoidlerde dila-
tasyon bulunmaktaydi. Bir fotusta ise intra ve subkap-
stler mononiiklear I6kosit infiltrasyonu gorildu.

Etkilenen fotuslarin bdbreklerinde yaygin konjesyon,
hemoraji ve 6dem, glomerular kapiller tuftlarda ise
dilatasyon ve hiperemi goérildi. Ayrica, tubuluslarda
yaygin dejenerasyon ve nekroz tespit edildi. Yalnizca bir
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olguda medullar bolgede monontklear yangisal hiicre
infiltrasyonu gorildu.

Kalpte genelde bir lezyon sekillenmedigi ya da lez-
yonlarin oldukga sinirli oldugu ve bunlarinda perivas-
kiiler ve interfibriller monontklear I6kosit infiltrasyo-
nuna eslik eden az sayidaki notrofillerle karakterize
oldugu tespit edildi. Ayrica, 6demin myokardiyal kas
demetleri arasinda yaygin bir sekilde olustugu dikkati
cekti.

Sekil 1. a- Akciger bronsiyol lumen-
lerinde nétrofil 16kosit ve alveolar mak-
rofaj infiltrasyonu, Fétus no. 1, HEx200,
b- Portal bolgede eritropoiezis (ok).
Karaciger parankimindeki Remark
kordonlarinda bozulma ve dissosiye
hepatositler, Fotus no. 3, HEx200, c-
Fotal akcigerlerdeki alveol epitel hiic-
relerinde ve makrofajlarda Brucella-
spesifik antijenik boyanma, Fotus no.
1, ABCx400, d- Fotal karaciger hepa-
tosit (uzun ok) ve Kupffer hicrelerinde
(kisa oklar) Brucella-spesifik intra-
sitoplazmik boyanma, Fétus no. 3,
ABCx400, e- Fotal dalakta, kirmizi
pulpada bulunan fagositlerde Brucella
-spesifik antijenik boyanma (ok), Fotus
no. 8, ABCx1.000, f- Fotal bobrek
glomerulus epitel hicre sitoplazmala-
rinda Brucella-spesifik antijenik
boyanma, Fotus no. 3, ABCx400, g-
Myokardiyal kas demetlerinde Brucella -
spesifik antijenik boyanma (ok), Fotus
no. 3, ABCx400, h- Beyin lateral ventri-
kuluslarindaki yangisal infiltrasyonda
bulunan monontiklear hiicre sitoplaz-
malarinda Brucella-spesifik antijenler
(ok), Fotus no. 2, ABCx200

Fig 1. a- Neutrophil leucocyte and
macrophages in the lung bronchial
lumens, Fetus no. 1. HEx200, b-
Erythropoiesis in the portal area (arrow).
Dissociated hepatocytes in the liver
parenchyma, Fetus no. 3, HEx200, c-
Brucella specific intracytoplasmic
reaction are present in the alveolar
epithelial cells and macrophages, Fetus
no. 1, ABCx400, d- Brucella specific
intracytoplasmic reaction are seen in
the fetal liver hepatocytes (long arrow)
and Kupffer cells (short arrows), Fetus
no. 3, ABCx400, e- Phagocytes in the
red pulp of spleen are positive for
Brucella (arrow), Fetus no. 8, ABC
x1.000, f- Brucella specific intra-
cytoplasmic staining are seen in the
fetal kidney glomerular epithelial cells,
Fetus no. 3, ABCx400, g- Brucella
positive reaction are present in the
myocardial muscle cells (arrow), Fetus
no. 3, ABCx400, h- Mononuclear cells
in the cerebral ventricules are positive
for the Brucella polyclonal anti-body
(arrow), Fetus no. 2, ABCx200
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incelenen bes koyun fdtusunun dérdiinde graniilomatdz
meninjitis gorildd. Meninjitisli fotuslarda baslica lenfosit
ve makrofajlar ve buna eslik eden esit miktarda notrofil-
lerden olusan sellller bir infiltrasyon bulundugu tespit
edildi. Etkilenen alanlardaki yangi hiicreleri genelde arter
ve venlillerin etrafini cevreleyen bir tarzdaydi. Yanginin
oldugu sahalardaki koroid pleksuslarda ¢cogunlukla damar
lumenlerinde olmak lizere belirgin noétrofil infiltrasyo-
nuna eslik eden makrofaj ve lenfositler seklinde oldugu
goralda.

incelenen tek f&tusun bronsiyal lenf nodiiliinde medul-
ler sinuslarin, infiltre olan noétrofil ve makrofajlar nedeni
ile genisledigi gorildi. incelenen timuslarda hafif bir
konjesyon disinda herhangi bir lezyon tespit edilmedi.
Abomazum ve ince bagirsaklarin lamina propriyalarinda
hafiften orta dereceye kadar degisen makrofaj ve lenfo-
sitlere eslik eden az sayida nétrofil infiltrasyonu belirlendi.
Ayrica, bagirsak ve abomazum serozalarinin da sekil-
lenen 6dem nedeni ile genisledikleri gorilda. Genis-
leyen serozada notrofil I0kositler ile makrofajlara eslik
eden sinirli miktarda lenfosit infiltrasyonu tespit edildi.

immunohistokimyasal Bulgular
- Brucella Spesifik Antijen Tespiti

immunohistokimyasal ve bakteriyolojik analiz sonuc-
lari toplu olarak Tablo 3 ve 4’te sunuldu. Brucella spesifik
boyanma incelenen dokuz fétusun akcigerlerinde goril-
du. Fotuslarin diger doku ve organlarinda ise daha sinirli
miktarda antijen spesifik reaksiyon tespit edildi.

Brucella spesifik reaksiyon kahverengi ve kiigik
graniller seklinde olmak (izere baslica eksudatlardaki
makrofaj ve notrofillerin sitoplazmalarinda tespit edildi.
Makrofajlarin sitoplazmalarinin koyu boyanmis, amorf
gorinisteki antijen ile dolu olduklari gorildu (Sekil 1c).
Alveol ve bronsiyollerde bulunan selliiler debride de
yogun bir reaksiyon tespit edildi. Genel olarak yangisal
odaklardaki hiicrelerde, izole makrofaj ve noétrofillere
gore daha yogun bir reaksiyon mevcuttu.

Karacigerdeki immunolojik reaksiyon yalnizca 3 no’lu
olguda tespit edildi. Hiicre iginde lokalize oldugu tespit
edilen antijenin hepatosit ve Kupffer hiicrelerinin sitop-
lazmalarini doldurdugu ve gekirdegin genellikle antijenik
reaksiyon tarafindan ortuldugi tespit edildi (Sekil 1d).
Ayrica, serbest antijenin sinusoidlerde de bulundugu
goruldi. Safra kanali epitellerinde herhangi bir reaksiyon
tespit edilmedi.

Brucella spesifik antijen incelenen bes olgunun dor-
diinde dalak sinusoidleri ile kirmizi pulpasindaki histiyo-
sitler ve makrofajlarin sitoplazmalarinda (Sekil 1e), ayrica
serbest halde gorildi. Bobreklerde antijenik reaksiyon

yalnizca 3. no’lu olguda goéruldi. Brucella spesifik reak-
siyon korteks ve medullada fokal alanlar halinde ya da
kortikal bolgede bulunan glomerulus (Sekil 1f) ve tubulus
epitellerinin sitoplazmalarinda saptandi. Kalpte antijenik
reaksiyona yalnizca bir olguda rastlandi. Brucella spesifik
reaksiyonun yer yer, fokal alanlar halinde myokardiyal
fibriller hiicre sitoplazmalarinda (Sekil 1g) bulundugu
tespit edildi. incelenen bes koyun fétus beyninin tiglinde
Brucella spesifik reaksiyonun baslica damar lumenleri ile
lateral ventrikuluslardaki yangisal infiltrasyonda bulunan
mononiiklear hiicrelerin sitoplazmalarinda (Sekil 1h)
bulundugu goérilda. Brucella spesifik antijen reaksiyonu
incelenen iki abomazum (Sekil 2a) ve g ince bagirsagin
serozalarinda bulunan yangisal infiltrasyondaki fagositlerin
sitoplazmalarinda gorildi. Ayrica, ince bagirsaklarda
lamina propriyadaki epitel hiicreleri ve yangisal hiicre-
lerde de pozitif reaksiyonun bulundugu dikkati ¢cekti.
Tablo 5. Fétus parankim organlarinda yapitlan CD3 ve A-Ig
immunohistokimyasal boyama analiz sonuglart

Table 5. CD3 and A-lg immunohistochemical staining analysis
results of fetal parenchymal organs

cD3* Alg *

Fotus
. k¢ AC D B K

KC AC D B K

1 +  ++ e+ - - - - ++ - -
2 - +  +++ - - ND + - -
3 + + 4+ o+ + - - 4+ - -
4 - + ND + - - - ND - -
5 + ND + - - - ND - -
6 + - ++ - - - - + - -
7 ND + ND + - - + ND - -
8 - ++ +++ - - - - + - -
9 ND +++ ND ND ND ND + ND ND ND

Toplam 3/7 8/9 5/5 4/8 1/8 0/8 2/8 5/5 0/8 0/8
(%) 43 89 100 50 13 O 25 100 O 0

* Immunohistokimyasal reaksiyon skoru: - : negatif; + : hafif; ++ :
orta; +++ : yogun. ND: Yapimady; B: Bébrek; D: Dalak; K: Kalp; KC:
Karaciger; AC: Akciger

Tablo 6. Diger fotal organlardaki CD3 ve A-lg immunohisto-
kimyasal boyama analiz sonuglart

Table 6. CD3 and A-lg immunohistochemical staining analysis
results of other fetal organs

Fotus D3+ Mg *

M- B BIN T SI A B BLN T SI A
1 - ND ND ND ND - ND ND ND ND
2 ++ ++4++ +++ ND ND - + - ND ND
3 ND ND ND ND + ND ND ND - -
4 + ND ND ND ND - ND ND ND ND
5 ND ND ++ + ND ND ND - - -
6 + ND ND ND ND - ND ND ND ND
7 ND ND ND ND + ND ND ND ND +

Toplam 3/4 1/1 2/2 1/1 2/2 0/4 1/1 0/2 0/2 1/3
(%) 75 100 100 100 100 O 100 O 0 33

* Immunohistokimyasal reaksiyon skoru: - : negatif; + : hafif; ++ :
orta; +++ : yogun, ND: Yapumady; B: Beyin; BLN: Bronsiyal lenf
digimd; T: Timus; SI: Ince bagursak; A: Abomazum




- CD3, A-lg immunohistokimyasal Boyama Sonuglari

CD3 ve A-lg ile yapilan immunohistokimyasal boyama
ve inceleme sonuglari Tablo 5 ve 6’da sunuldu. Enfekte
akciger damarlari ile alveollerdeki yangisal infiltrasyon
icinde, akciger interstisyumunda, bronsiyol epitelyu-
mundan gecerek go¢ eden lenfositlerde, ayrica brons
etrafindaki lenf folliklllerinde ¢ok sayida CD3* T lenfo-
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Sekil 2. a- Abomazum serozasinda
bulunan yangisal infiltrasyonda tespit
edilen yogun Brucella spesifik boyan-
ma (ok), Fotus no. 5, ABCx400, b- Fotal
akcigerlerdeki damarlar etrafinda
bulunan lenfositlerde CD3* reaksiyon
(uzun ok). Bronsiyol epitelinde gog¢
eden CD3* T lenfositler (kisa ok), Fotus
no. 9, ABCx400, c- Akciger alveolle-
rindeki sinirli sayidaki hiicrede A-Ig*
boyanma (oklar), Fétus no. 7, ABC x400,
d- Karaciger parankiminde bulunan az
sayidaki hiicrede CD3* reaksiyon (kisa ok).
Eritroid seriden hiicreler (eritropoiezis)
(uzun oklar) ile megakaryositler (beyaz
ok) negatif, Fétus no. 3, ABCx400, e-
Sentral arteriyollerin etrafini kusatan
CD3* T lenfositlerde hafif reaksiyon
(uzun ok). Dalak parankiminde bulunan
diger hucrelerde ise daha yogun
boyanma (kisa ok), Fétus no. 1, ABC
%200, f- Dalak subkapsiiler bolgesi ile
trabekul etrafinda A-Ig* hicreler (ok),
Fotus no. 1, ABCx200, g- Lenf dugumu
kortikal bolgesinde CD3* T lenfositler
(ok), Fotus no. 2, ABCx100, h- Timusda
yaygin CD3* T lenfositler, Fétus no. 2,
ABCx400

Fig 2. a- Inflammatory cells present in
the abomasum serosa are intensely
stained for the Brucella antigens
(arrow), Fetus no. 5, ABCx400, b- CD3*
lymphocytes surrounding fetal lung
vessels (long arrow). CD3* T
lymphocytes migrating through
bronchial epithelial cells (short arrow),
Fetus no. 9, ABCx400, c- A few cells in
the lungs are positive for A-Ig (arrows),
Fetus no. 7, ABCx400, d- Limited
number of CD3* cells are seen in the
liver parenchyma (short arrow).
Erythroid cells (erythropoiesis) (long
arrow) and megakaryocytes (white
arrow) are negative, Fetus no. 3,
ABCx400, e- CD3* T lymphocytes
surrounding central arterioles are
weakly positive (long arrow). Other
cells present in the spleen parenchyma
are intensely stained (short arrow),
Fetus no. 1, ABCx200, f- A-Ig* cells are
present in the spleenic subcapsular
area and trabecules (arrow), Fetus no.
1, ABCx200, g- CD3* T lymphocytes are
seen in the cortical area of a lymph
node ,(arrow), Fetus no. 2, ABCx100, h-
CD3* T lymphocytes in the thymus,
Fetus no. 2, ABCx400

sitlerin bulundugu gorilda (Sekil 2b). Normal akciger-
lerde T hicrelerinin yalnizca peribronsiyoler follikiiler
hicrelerde bulundugu tespit edildi. Yalnizca 7 ile 9 no’lu
olgularda akciger alveollerindeki sinirli sayidaki hiicrede
A-lg* reaksiyon tespit edildi (Sekil 2c).

Karaciger parankiminde, Kiernan araliklarinda ve
vena sentralis etrafindaki az sayida kiguk lenfositik yapi-
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daki hiicrelerin CD3* oldugu gorildi (Sekil 2d).

Dalak sentral arteriyollerin etrafindaki lenfositlerin
yanisira bunlarin hemen etrafindaki hucreler ile sub-
kapsiler bolgede, ayrica beyaz pulpada ve trabekiillerin
etrafinda yogun bir CD3* T lenfositik reaktivite dikkati
cekti (Sekil 2e). A-Ig* hiicreler ise 6zellikle beyaz pulpada
ve subkapsiiler bolgelerde gorulda (Sekil 2f).

Bobrek kortikal bolgelerinde bulunan glomerulus
epitel hiicreleri arasi ile kortikal ve medullar bdlgedeki
interstisyel alanda bulunan hiicrelerde CD3* reaksiyon
saptandi.

Kalpte yapilan immunohistokimyasal boyamalarda
yalnizca 3 no’lu olguda, interstisyumda sinirli sayida CD3*
T lenfositler tespit edildi.

Meninjitisin hafif oldugu durumlarda meningeal
damarlarin lumenlerindeki az sayida lenfositik yapida

hiicrenin CD3* oldugu goérildi. Beyin stromasinda CD3*
hiicre belirlenmedi. Diger yandan siddetli meninjitis
olgularinda ise 6zellikle koroid pleksuslarda sekillenen
yangisal infiltrasyonun belirgin oldugu sahalarda ve da-
mar lumenlerinde bulunan lenfositik yapidaki hiicre-
lerde belirgin bir CD3* reaksiyonunun bulundugu goraldi.

Bronsiyal lenf nodiillerinin kortikal ve parakortikal
bolgelerinde yogun, medullar sinuslarda ise daha sinirh
bir CD3"* reaksiyonu goérilda (Sekil 2g). Yine, Brucella
enfeksiyonunun nispeten siddetli oldugu olgularda ise
Ozellikle parakortikal bolgedeki diffuz lenfatik dokuda
belirgin bir reaksiyon dikkati ¢cekti.

Lenf nodullerinin kortikal bolgeleri ile medullar
sinuslar ile medullar kordlardaki olduk¢a az sayidaki
hiicrede A-lg* reaksiyon tespit edildi.

Timusun kortikal ve medullar alanlarinda CD3* T len-
fositlerin diffuz olarak bulundugu tespit edildi (Sekil 2h).

ince bagirsaklarin lamina propriyasinda bulunan lenf
follikiillerinde sinirh sayida lenfositin CD3* oldugu belir-
lendi. Ayrica, villus epitel hiicreleri arasinda az sayida
CD3" T lenfositler ile A-Ig* hiicreler saptandi.

Abomazum lamina propriya ve submukozasindaki az
sayida lenfositte CD3* reaksiyon tespit edildi . Yalnizca 7
no’lu olguda A-Ig* hiicreler tespit edilebildi.

Bakteriyolojik Bulgular

Bakteriyolojik incelemeleri yapilan 28 fétusun 15’in-
den alinan doku ornekleri ile abomazum igeriklerinden
yapilan ekimler sonucu besi yerlerinde gelisen kdilturler,
koloni morfolojileri ve mikroskobik &zelliklerine gére B.

melitensis izole edildi (Tablo 3). Bakteriyolojik incele-
meleri yapilan diger fotuslardan birinden E. coli, digerin-
den ise Staphylococcus spp. izole ve identifiye edildi.
Fotuslarin 11’inden herhangi bir etken izole edilemedi.

TARTISMA ve SONUC

Bu calismada, B. melitensis pozitif koyun fotuslarinda
sekillenen histopatolojik bulgular koyun %, sigir *** ve
bizonlarda * dogal ya da deneysel olarak olusturulan
enfeksiyonlara ait bildirilen bulgularla benzerdi. Diger
yandan anormal abomazum igerigi, fibrin6z ploritis,
vaskulitis ve menenijit gibi lezyonlar ise sigirlarda oldugu
gibi ® koyunlarda da az gorUlmektedir **. B. melitensis
ile enfekte koyun fotuslarinin viicut bosluklarinda ve kas-
larda serohemorajik lezyonlar ve pndémoni gibi bir seri
patolojik degisiklikler meydana geldigi bildirilmistir 2,

Pnomoni atik fétuslarda en sik sekillenen lezyon olup
Brucella enfeksiyonlari igin diagnostik olarak kabul
edilmektedir “**3%*', Bu calismada, B. melitensis ile
enfekte koyun fétuslarinda en sik gdzlenen lezyon diger
calismalarda bildirildigi gibi bronkopndmoni ve inter-
stisyel pnédmoniydi #****?, Benzer tip lezyonlar sigir fétus-
larinda da bildirilmistir >#***, Diger ¢alismalarda bildirilen
bronsiyal nekrozis ** ve yangisal infiltrasyonda goérilen
¢ok cekirdekli dev hiicreleri **® gibi lezyonlar bu calis-
mada tespit edilemedi. Diger yandan, fétuslarin, nadiren
akcigerlerinde olmak Uzere 6zellikle karaciger ile dalakla-
rinda normal bir 6zellik olan ve yaygin olarak buluna-
bilen hematopoietik odaklar ile bu odaklarda dev hiic-
relerine benzer 6zellikler tasiyan megakaryositler ve
megakaryoblastlar dikkati ¢ekti. Bu ¢alismada, fotus-
larda 6nemli bir bulasma yolu olarak nitelenen aspire
edilmis amniyotik sivi gérilmedi *. Fakat, enfekte fotus-
larin akcigerlerinde interlobuler septal 6dem ve yangisal
hiicre infiltrasyonu gibi lezyonlar siklikla tespit edildi.
Diger yandan, B. suis’in yol actig1 enfeksiyon ile Brucella
spp.’lerin yol actiklari diger enfeksiyonlar karsilastiril-
diginda B. suis’in hedef organlarda daha yliksek bir
oranda apse olusturdugu bildirilmistir *. Brucella enfek-
siyonu sonucu gelisen yangisal yanitlarda tespit edilen
farklihklarin degisik Brucella spp.’lerden kaynaklana-
bilmesi bu ¢alisma ile diger calismalarda tespit edilen
lezyon farkliliklarina kaynak olusturabilecegi sonucuna
varildi. Diger yandan, perivaskiler yang hicrelerinin ilk
olarak interlobuler septada lokalizasyonu ve bu safhada,
koyun fotuslarindaki hava yollari ve potansiyel hava bos-
luklarinin normal olmasi koyunlarda da enfeksiyonun
sigirlardakine benzer bir sekilde yayildiklarini gosterir
nitelikteydi *.

insan * ve hayvanlarda * kronik brusellozis sonucu
olusan patolojik bulgular arasinda hepatitis de bulun-



maktadir. Yapilan bu galismada da karaciger ve dalakta
gorilen lezyonlar arasinda yaygin retikiiloendotelyal
hipertrofi ile buna eslik eden sinirli bir periportal ve
sinusoidal mononiklear 16kosit infiltrasyonu bulunmak-
taydi. Tespit edilen bu lezyonlarin koyun %% ve sigir-
larda *** gorilenler ile benzerlikler tasidig goraldi.

Bu ¢alismada dalak arterlerinin etrafinda hafiften
orta siddete kadar degisebilen lenfositik hiperplazi tespit
edilmesine ragmen kegilerde * ve koyunlarda * oldugu
gibi fokal nekroza rastlanmadi. Diger yandan, sigir fétus-
larinda bahsi gecen lezyonlar bildirilmistir . Timuslarda
gorulen kortikal lenfositlerdeki kiigciilme sigir fotusla-
rinda bildirilmesine ragmen ** koyunlarda bu tip bir lez-
yon bildirilmemistir . Benzer bir sekilde bu calismada da
incelenen timuslarda boyle bir bulguya rastlanmadi.
Bununla birlikte, timik kortikal kiiciilme yalniz Brucellaya
6zgl olmayip diger konjenital sigir enfeksiyonlarinda da
bildirilmistir *. Diger yandan, B. abortus ile enfekte
koyun fotuslarinin timuslarinda perivaskiler mast hicre-
leri ile eozinofil infiltrasyonlari bildirilmistir *. Bu ¢alis-
mada lenf diglimleri, beyin, kalp, bébrek ve ince barsak-
larda kaydedilen bulgularin diger calismalarla 3?2
paralel nitelikler tasidigi tespit edildi.

Enfekte koyunlarda Brucella antijeninin immuno-
histokimyasal yontem ile tespitinde yiiksek oranda spe-
sifite ve sensitivite bildirilmistir >, Sigir *** ve koyun-
larda ? yapilan benzer nitelikteki diger ¢alismalarin da,
bu arastirmada elde edilen verileri destekler nitelikler
tasidigl belirlendi. Bu galismada anti-B. abortus serumu
icin spesifik graniler immunohistokimyasal boyanmanin
baslica makrofajlarin sitoplazmasinda olmak tizere not-
rofillerde, hepatositlerde, kalp kasi hiicrelerinde, bobrek
tubulus epitellerinde ve hiicresel dokiintilerde bulun-
dugu tespit edildi. Antijenik reaksiyonun 6zellikle yagisal
odaklardaki hiicrelerde yogunlastigi kaydedildi. Diger
yandan, bazi izole yangi hiicrelerindeki reaksiyonun zayif
ya da negatif oldugu dikkati ¢ekti.

Yapilan diger calismalara benzer sekilde bu ¢alismada
da akcigerlerin enfekte fétuslarda en fazla etkilenen or-
gan oldugu tespit edildi. Ayrica, bu calismada incelenen
enfekte fotuslarin, bildirilen diger dogal Brucella enfeksi-
yonlarina ***?® benzer sekilde, dalak, kalp, bobrek ve
karacigerlerindeki yangisal odaklarda akcigerlere gore
daha duslk seviyelerde Brucella anijeni tespit edildi. Bu
bulgunun sebepleri arasinda Brucella antijeninin immuno-
histokimyasal yontemlerle tespit edilebilecek esik sevi-
yesinin altinda olmasi ya da organlarda diisiik sayida olan
bakterilerin hizli bir sekilde uzaklastirilmasi sayilabilir
23 Periton makrofajlarinin in vitro olarak kullanildigi bir
calismada bunlarin B. melitensis ile inokulasyonlarindan
48 saat sonra hiicre duvarlarinin parcalandigi ve bakte-
rilerin eksternal medyum iginde serbest kaldig gosteril-
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mistir *. Bu ¢alismadaki aborte fétuslarin organlarinda
tespit edilen antijen dlizeylerindeki farkhliklarin neden-
leri arasinda bu bulgu da sayilabilir. Ayrica, bakteriyel
antijenin organlara gore dagihminda tespit edilen farkli-
liklarinin nedenleri arasinda bolgesel immun yanit dere-
cesinin de bulunabilecegi dikkate alinmalidir.

Yapilan bir ¢alismada B. abortus izole edilen 14 kegi
fétusunun yalnizca dokuzunda immunohistokimyasal yon-
tem pozitif sonuc vererek bakteriyel kiltirin immuno-
histokimyasal yontemden daha duyarli oldugu gosteril-
mistir *®. ABC immunohistokimyasal yontemi kullanilarak
pozitif sonug elde edilebilmesi igin bir gram dokudaki
gerekli olan en az B. abortus bakteri sayisinin 10° oldugu
bildirilmistir *. Bununla birlikte, yapilan diger bir ¢alis-
mada duyarhlik agisindan immunohistokimyasal yontem
ile bakteriyel kiltiir arasinda herhangi bir fark tespit
edilmemistir *. Bu ¢alismada bakteriyolojik kiltir ile
immunohistokimyasal ydontem arasinda spesifite ve sen-
sitivite bakimindan bir farkhlik tespit edilmedi. Brucella
antikorlarinin serolojik olarak koyunlarda tespiti brusel-
lozisin teshisinde en duyarli metod olarak nitelendiril-
mektedir, ¢linkii annelerde Brucellaya karsi antikorlar
olmasina ve fotuslarda enfeksiyon olusmamasina rag-
men sekillenen plasentitis fotusta herhangi bir enfek-
siyona yol agmadan abortusa neden olabilmektedir.

B. abortus gibi hicre igi organizmalara karsi sekille-
nen yanitta T-hiicre-aracili hiicresel bagisikligin blyuk
onem tasidigi bilinmektedir *. RB-51 ile immunize edilen
fare dalak T-hiicrelerinin Brucella ile enfekte olan makro-
fajlar lize ettikleri gosterilmistir ¥. Ayrica, IFN-y'nin buytk
bir kisminin CD3* CD4* T hiicreler tarafindan salgilandigi
bildirilmistir V.

Rev-1 ile intrakonjuktival olarak asilanan kog lenf
digiumlerinde belirlenen T-hiicre hiperplazisinin deri alti
yol ile asilanan hayvanlara gore daha fazla oldugu bildi-
rilmistir *. Yine, brusella ile enfekte kegilerin lenf dugum-
lerinde T-hiicre hiperplazisinin sekillendigi bilinmektedir
34 BALB/c farelere Brucella ribozomal geni ile yapilan
asllamalarda T-helper-1 hiicresel yaniti sonucu etkin bir
selliiler ve humoral yanitin gelistigi ve dalak lenfo-
sitlerinin yliksek miktarda interferon gamma urettigi
bildirilmigtir *.

Fotal kuzularin ise bakteriyel antijenlere karsi gebe-
ligin 93-137. ginleri arasinda hilicresel immun yanit ver-
dikleri bildirilmistir ®*. Fotal kuzular ile eriskin koglarda B.
ovis igin gelisen hiicresel yanitin zamanlamasi bakimin-
dan bir fark olmadig bildirilmistir **. Benzer bir sekilde B.
ovis ile enfekte edilen fotal kuzular ile 4-5 aylik kuzular
arasinda immun yeterlilik bakimindan bir fark olmadigi
gorldlmustir *. Diger yandan, ge¢ fotal hayvanlar ile
gen¢ hayvanlar arasinda immun yeterlilik bakimindan
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belirgin bir fark bildiriimemesine ragmen normal dogum
tarihinden 13 giin 6nce dogan buzagilarin Peyer plakla-
rindaki T-lenfositlerin normal-term buzagilara gore daha
az sayida olduklari bildirilmistir *.

Bu calismada Brucella enfeksiyonuna karsi gelisen
lokal hiicresel immun yanit pan T-lenfosit belirteci olan
CD3 ile belirlendi. CD3* T-lenfosit infiltrasyonlari atik
koyun fotuslarinin karaciger, akciger, dalak, bébrek, kalp,
beyin, bronsiyal lenf digiima, ince bagirsak ve aboma-
zumda degisen yogunluklarda tespit edildi. Ozellikle
fotal akcigerler ile karaciger, bobrek, kalp, beyin ve abo-
mazum da tespit edilen CD3* T-lenfositler fotuslarda
gelisen lokal hiicresel yaniti gosterir niteliktedir.

Koyun fétuslarinda B-lenfositler gebeligin son 1/3
periyodunda hizla gelismekte ve yayilmakta ve B lenfosit
gelisimi dalaktan Peyer plaklarina yonelmektedir *. Son
yillarda yapilan bir calismada 5-9 aylik buzag fétusla-
rindeki ileal ve jejunal peyer plaklarinda IgM* hiicrelerin
yogun olmasina karsin sinirli miktarda CD3* ve 1gG* hiic-
reler tespit edilmistir ¥. Bu ¢alismada atik koyun fotus-
larinda sekillenen humoral yanitin oldukga sinirli oldugu
dikkati ¢ekti. Fotuslarda gelisen lokal humoral immun
yanitin dalak ve lenf diglimleri disinda yalnizca iki fotal
akciger ile bir fétus abomazumunda tespit edilebilen az
sayidaki A-lIg* hiicreler ile sinirh oldugu goérildi. Bu
bulgular Yasuda ve ark.” elde ettikleri bulgulari destekler
niteliktedir. Diger yandan, geng ve eriskin hayvanlarda
hiicre ici bakterilere karsi gelisen reaksiyon daha farkh
sekilde gelismektedir. Mycobacterium bovis ve B. abortus’a
karsi kombine DNA asisi ile asilanan buzagilarda antijen-
spesifik 1gG dizeylerinin daha yiksek oldugu bildiril-
mistir *. Ayrica, B. melitensis ile enfekte edilen koyunla-
rin lokal, periferal ve mezenterik lenf diglimlerinde 1gG*
hiicre sayisisinin 6nemli miktarda arttigi gosterilmistir .

Sonug olarak, bakteriyoloji ve serolojinin mimkin
olmadigi, materyalin formaldehidde tespit edildigi ya da
bakteriyolojik kalttrin negatif oldugu sipheli durum-
larda Brucella etkenlerinin immunohistokimyasal olarak
belirlenmesi bu yontemin tamamlayici teshis metodu
olarak kullanilabilecegini gostermesi bakimindan 6nem
tasimaktadir. Ayrica, bu g¢alisma ile koyun foétuslarinda
meydana gelen abortuslarin yalnizca annede gelisen
plasentitis nedeni ile degil ayni zamanda brusellozise
karsi olusan sinirli humoral ve hiicresel yanit nedeni ile
gelisebilecegi belirlenmistir.
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