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KOYUNLARDA BRUSELLOZA BAGLI
ABORTUSLARDA FOTAL LEZYONLAR UZERINDE
PATOLOJIK VE IMMUNPEROKSIDAZ
CALISMALAR’

Oznur YAZICIOGLU™

Pathological and immunoperoxidase studies on the fetal lesions of ovine brucellosis.

Summary: In this study, lesions in aborted fetuses were morphologically evaluated in ovine
brucellosis. Strept Avidin-biotin peroxidase complex technique was used to detect the presence and
localization of brucella antigen in tisseue sections. In addition, the relationship between agent and
morphologic lesions was searched. Thirty ovine aborted fetuses were examined in field cases.

Grossly, aborted fetuses showed subcutaneous edema, serosanguineous body fluids and
pneumonia. Histological changes were mainly in the lung, liver and spleen. Fetal pathology in these
organs consisted of bronchopneumonia in the lung, periportal cell infiltrations and multifocal hepatic
necrosis in the liver and lymphoreticular hyperplasy in the spleen. Other organs had hematogenous
dissemination findings of infection.

Brucella antigen was detected in all organs examined by immunoperaxidase technique.
Intracellular localization was found in macrophages, neutrophils, hepatic and myocardial cells, renal
tubular epithelial cells, mesenchymal cells, and endothelial cells of the meningeal vessels. Antigen was
observed extracellularly in the exudate, lumen of esophagus, content of intestine, fetal vascular lumens
and, interstitium.
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Ozet:

Calismada, koyunlarda bruselloza bagh abortus olaylarinda atik fotiislerdeki lezyonlar
morfolojik olarak degerlendirildi. Doku kesitlerinde antijenin varliginin ve lokalizasyonunun tespiti
icin Strept Avidin-biotin peroksidaz kompleks teknigi kullanildr. Ayrica bakterinin morfolojik
lezyonlarla iliskisi aragtirildi. Bu amagla saha olaylarindan temin edilen 30 atik koyun fitiisii
incelendi.

Makroskobik olarak, atik fétiislerde subkutan odem, viicut bosluklarinda kanli bir sivi ve
akcigerlerde pnomoni gozlendi. Baslica histolojik bulgular, akciger, karaciger ve dalaktaydi.
Akcigerde bronkopnomoni, karacigerde periportal hiicre infiltrasyonlart ve fokal nekroz odaklari ile
dalakta lenforetikiiler hiperplazi dikkati gekti. Diger organlarda, enfeksiyonun hematojen yayima
bulgular: mevcuttu.

Immunperoksidaz boyamalarda,; spesifik antijen boyanmasi, incelenen tim dokularda
saptand. Brusella antijeni, makrofajlarda, nétrofillerde, hepatositlerde ve kalp kasi tellerinde, bobrek
tubulus epitellerinde, bagdoku hiicrelerinde ve meningeal damar endotellerinde hiicre igcinde gézlendi.
Hiicre diginda ise eksudatta, dsefagus lumeninde, bagirsak igeriginde, fotal damar lumenlerinde ve
interstisyumda dikkati ¢ekti.

Anahtar kelimeler: Bruselloz, koyun, abortus, fotiis, immunperoksidaz

" Bu ¢alisma, doktora tezinden 6zetlenmistir.
Uzm. Veteriner Hekim Bornova Veteriner Kontrol ve Arastirma Enstitiisii, Izmir.
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GIRIS

Bruselloz, insan ve evcil hayvanlarda
(sigir, koyun, keg¢i, domuz, képek) Brucella
cinsine ait bakteriler tarafindan meydana
getirilen kronik, bulasici ve zoonoz bir
enfeksiyondur. (6,7,18) Brucella cinsindeki
etkenler, evcil hayvanlarda abortus, prematiire
dogum, infertilite ve siit veriminde azalma gibi
onemli ekonomik kayiplara neden olurlar (6, 7)
Tiirkiye’de koyunlarda yavru atmaya neden
olan enfeksiy6z etkenler arasinda brusellalarin
ist siralarda yer aldigi ve ilgili atk
olaylarindan da etken olarak B. melitensis’in
izole edildigi bilinmektedir (8, 19,20,29,32).
Koyunlarda B. melitensis’c ilgili maternal
lezyonlarin histolojisi, 1956 yihnda Alibagoglu
(2) ve 1963 yilinda Baran (10) tarafindan
incclenmistir. Ancak bugiine kadar bruselloza
ilgili atik olaylarinda, koyun fétiislerindeki
bruselloza ilgili atik olaylarinin genellikle
bakteriyolojik ve serolojik olarak incelendigi
(3,9,11,21,23,31), fotal lezyonlarin patolojisine
yonelik g¢alismalann (15,21,28) ise ¢ok az
oldugu goriillmektedir.

Bu c¢aligmalarda, koyunlarda bruselloza
bagli abortus olaylarinda, atik fotiislerdeki
lezyonlarin  morfolojik  olarak  degerlen-
dirilmesi  ve  immunperoksidaz  teknigi
kullanilarak  doku  kesitlerinde  etkenin
varhginin  tespiti  ve  lokalizasyonunun
belirlenmesi amaglannustir.

MATERYAL VE METOT

Patolojik  Calismalar:
materyalini, 1993 ve 1994 wyili dogum

Calismanin

mevsimlerinde Ankara Ili ve cevre illerde
olusan abortus olaylarindan elde edilen ve
bakteriyolojik olarak Brusella spp.’nin izole
edildigi 30 atik fotis olusturdu. Histolojik
incelemeye alman  fotal organlar, tiim
fotiislerde akciger, karaciger, dalak, kalp ve
bobregi kapsadi. Ayrica 13 fétiiste bronsial
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lenf diigiimii, 6sefagus, timus ve ince bagirsak,
5 fotiiste gobek kordonu ve 1’inde de beyin
histolojik  incelemeye katildi.  Nckropsisi
yapilan fotiislerden alinan doku 6rnekleri,
%10’luk notral formalin soliisyonunda tespit
edildi. Hazirlanan parafin bloklardan mikrotom
ile 5-6 mirkon kalinliginda alinan kesitler,
rutin histolojik muayene i¢in Hematoksilen-
eozin ile boyand.

Immunperoksidaz Teknik:

Primer antiserum hazirlanmasi:

Referens sus olan B. melitensis 16 M
liyofilize susundan brusella siispansiyonu
(5x10° bakteri/ml) hazirlandi. (Dr. Yavuz
Uysal, Pendik Veteriner Kontrol ve Arastirma
Enstitiisii. Brusella Laboratuvari, Istanbul).
Primer antiserum (primer poliklonal antikor)
elde etmek {izere, hazirlanan bu bakteri
siispansiyonundan, 3 adet 6 aylik beyaz Yeni
Zelanda tavsanlarina, 4.5 hafta siire ile haftada
2 kez olmak iizere kulak venasindan artan
oranlarda sirasiyla 0.1,0.2,0.3,0.5 ve 5 kez de
I’er ml olarak 9 inokiilasyon yapildi. Son
enjeksiyondan 5 giin sonra, tavsanlar uyutulup
intrakardial olarak kanlari alindi. Serumlarin
aglitinasyon testi ile antikor titreleri
(1/160+++) belirlendi. Hazirlanan primer
antiserum, sadece s koloni formu olusturan B.
melitensis, B. abortus ve B. suis i¢in aglutine
edici ozellikteydi(12).

Strept  Avidin  Biotin  Peroksidaz
Kompleks Tekniginin Uygulanmasi:

Parafin doku kesitlerine, PBS
(phosphate buffered saline, Ph 7.4)’de 1/4000
oraninda sulandirtlan primer antiserum (antikor
titresi: 1/160+++)
basamaklarda StreptAvidin Biotin Peroksidaz

kullamlarak,  diger

Komplex teknigi igin yurt disindan getirilen
hazir kit
Universal Anti-rabbit Kit, Life Sciences

(Immunon/Shandon=MaxiTags

International Ltd, Hampshire, UK) uyguland:.
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Antijen boyamasi, kit icinde onerilen standart
prosediire gére yapilds.

Ksilol ve absolut alkol serilerinden
gecirilen  kesitler, endojen  peroksidazi
bastirmak i¢in, %0.3’liik (absolut alkolde
hazirlanmis) hidrojen peroksitte 30 dakika
tutuldu ve strasiyla normal kegi serumu
(Bloking reagent), primer antiserum, kegi-
antitavsan IgG (Biotinlenmis sekonder antikor)
ve Strep Avidin-biotin peroksidaz kompleks
soliisyonu ile inkiibe edildi. Renklendirici
olarak AEC (=3-Amino-9-ethylcarbaztole)
kullamldi. Karsit boyama, Gill’in
Hematoksileni ile yapildi ve sulu bir yapistirica
ile doku kesitleri iizerine lamel kapatildi.
Kontrol amaciyla da kesitler iizerine primer
antiserum yerine normal tavsan serumu
uygulandi.

Bakteriyolojik Calismalar:

Etlik Veteriner Kontrol ve Arastirma
Enstitlisti  Yetistirme Hastaliklari Labora-
tuvarinda, atik fétiislerin - mide igerigi,
karaciger ve dalaklarindan Brucella agara
(Difco) ve %7 koyun kanh agara ckimler
yapilarak aerobik ve %10 CO2’li ortamda 3-5
giin inkiibe edildi. Ureyen Kkiiltiirlerin koloni
morfolojisi ve mikroskobik &zelliklerine goére
izolasyonlan yapildi(4).

BULGULAR

Makroskobik Bulgular: Nekropsisi
yapilan ¢ogu fotiiste, subkutan 6dem, gogiis ve

karin bosluklarinda bol miktarda kirmiz: renkli
bir sivi goriildii. I¢ organlarda makroskobik
olarak  dikkati ¢eken tek  degisiklik
akcigerlerdeydi. 23 olguda pléra mat goriiniiste
olup, akcigerler mor-kirmizi renkte ve sert, et
kivamindaydi. Pléra altinda tiim akciger
loblarina serpilmis halde toplu igne bas:
biiyiikliigiinde ve bazen daha biiyiik boz-beyaz
renkli odaklar gozlendi. Bir olguda (28 no’lu)
ise karin organlart Gizerinde beyaz renkli fibrin
benzeri bir materyalin bulundugu goriildi.

Mikroskobik ve Immunperoksidaz
Bulgular:

Karaciger-Karacigerlerde en sik
gozlenen degisiklik, portal bolgelerde yangisal
hiicre infiltrasyonuydu (Sekil 1). Onsekiz
olguda, portal bdlgelerde damarlar ve safra
kanallart gevresinde, mononiiklear hiicre
infiltrasyonlar1 goriildii. Bunlardan 4 olguda
notrofil 16kositlerin ve 4 olguda da eozinofil
16kositlerin, mononiiklear hiicre

infiltrasyonuna katildig dikkati gekti. Ayrica 8
olguda, sinusoidlerde de hafif-orta derecede
nétrofil 16kosit kiimelerine rastlandi. Olgularin
11’inde, karaciger parankiminde fokal nekroz
odaklann  mevcuttu(Sekil2) Bir  olgudaki
(3no’lu) nekroz, tipik koagiilasyon
.nekrozuydu. 2 olguda da parankimde diffuz
hidropik dejenerasyon vardi (Tablo 1, 3)

Tablo 1. Karacigerlerde Goézlenen Histopatolojik Bulgular
Table 1. Histopathologic Findings in the livers.

Lezyonlar Adedi Fotiis No
Portal hiicre infiltrasyonu 18 (1-,9,11,12,15-17,25,26,28,30)
Parankimde nekroz odaklan 11 (1-4,6-8,11,15,16,30)

Sinusoidlerde hiicre kiimeleri

(5-7,9,12,20,23,30)

Hidropik dejenerasyon

(5,12)
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Imunperoksidaz boyanma-
Karacigerlerde spesifik antijen
boyanmasi, hiicre iginde ve disinda gézlendi
(Sekil 3) Hiicre iginde antijen, 29 olguda
hepatositlerde ve Kupfer hiicrelerinde ve 23
no’lu olguda ayrica safra kanali epitellerinde
tespit edildi. Ug olguda (20,23, 24 no’lu)
antijenin, hepatosit sitoplazmalarini tamamen
doldurdugu ve bu durumdaki hepatositlerde
hiicre ¢ekirdeginin ya bir kenara itilmis
konumda oldugu ya da antijen tarafindan
tiimiiyle maskelendigi goriildii. Antijen, hiicre
disinda ¢ogu olgularda, sinusoidlerde ve portal
bolge interstisyumunda saptandi (Tablo 3).

Sekil 1.
yangisel hiicre infiltrasyonu. 11 no’lu fotiis.
HE x 200.

Figure 1. Inflammatory cell infiltration

Karacigerde portal bolgede

of a portal tract in liver. Fetus no. 11. HE x
200.
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Sekil 2. Karacigerde fokal nekroz odag:
6. No’lu fotiis. HE x 100.

Figure 2. Focal necrosis in liver. Fetus
no. 6 HE x 100
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Sekil 3. Karacigerde brusella antijeninin
hiicre i¢inde ve diginda yerlesimi. 20 no’lu
fotiis. Immunperoksidaz-hematoksilen X 400.

Figure 3. Intracellular and extracellular
location of brucella antigen in liver. Fetus

n0.20 Immunoperoxidase-hematoxylin x 400.
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Sekil 4.
Akcigerde bronsiol ve alveol lumenlerinde

Kataral  bronkopnomoni.
notrofil 16kositler ve alveolar makrofajlardan
olusan hiicreden zengin eksudat. 10. No’lu
fotis. HE x. 200.

Figure 4. Catarrhal bronchopneumonia.
Exudate consisted of neutrophils and alveolar
macrophages in bronchiolar and alveolar
lumens of a fetal lung. Fetus no. 10. HE x 200.
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Sekil 5. Akcigerde brongiol ve alveol
lumenlerindeki eksudatta (oklar) brusella
spesifik  boyanmalar. 6 no’lu  fotiis.
immunperoksidaz-hematoksilen x 200.

Figure 5. Specific-stained brucellae in
exudate within bronchiolar and alveolar
lumens in a fetal lung (arrows). Fetus no . 6

Imminoperoxidase-hematoxylin x200.
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Sekil 6.
lumenlerindeki nétrofil [6kosit (beyaz oklar)

Akcigerde alveol

ve makrofajlarin (siyah oklar) sitoplazmasinda
brusella spesifik boyanmalar. 5 no’lu fotiis.
Immunperoksidaz-hematoksilen x 400.

Figure 6. Brucella-specific staining in
cytoplasms of neutrophils (white arrows) and
macrophages (black arrows) within alveolar
spaces of a fetal lung. Fetus no. 5.

Immunoperoxidase-hematoxylin x 400.

Akciger Yirmii¢ fotiste -pnomoni
gozlendi. (Tablo 2, 3). Bronkopnomoni
seklinde goriilen lezyonlar, alveoller iginde
¢ogunlukla notrofil 16kositlerin bulunmasiyla
karakterize yangisal degisikliklerle belirlendi.
Alveol lumenlerindeki nétrofil lokositlerden
zengin eksudata az ya da ¢ok sayida alveolar
makrofajlarin da katildig1 gozlendi (Sekil 4).
Hava yollar, ¢ok sayida notrofil Iokositler,
mukus, fibrin, dokiilmiis epitel hiicreleri,
nekrotik hiicre artiklari ve makrofajlardan
olusan bir eksudatla doluydu. ki no’lu olguda
bronsiollerin lumenlerindeki hiicresel
eksudatin, bagdoku elemanlanyla karistig:
dikkati cekti. Bir ve 5 no’lu olgularda, brons ve
bronsiol epitelleri hiperplazikti. Yedi no’lu
olguda ise hava yollarinin epitelleri nekrotik
olup kismen veya tamamen dokiilmiistii. Bu
fotiiste goriilen nekrotik-obliteratif bronsitis ve
brongiolitis tablosu, pnoémoninin hakim olan
ozelligiydi. Bazen mikrop kiimelerini de igeren
fokal nekrotik kitlelerin yer yer ya da tiimiiyle
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kireglendigi goriildii. Kireglenme, bazi brons
ve bronsiollerin nekrotik cpitel katinda da
gozlendi. Bes olguda (2, 6,7,15,17 no’lu),
bronslarin lamina propriyasinda ve submukoza
katinda ozellikle damar g¢evresinde ve bezler
arasinda  yogunlasan mononiiklear hiicre
infiltrasyonu vardi.  Ug olguda (12,16,21
no’lu) kataral bronko-pnomoni, fokal alanlar
halindeydi. Ondort no’lu  olguda da
parankimde  ozellikle  biiyiik ~ damarlar
cevresinde, fokal alanlar tarzinda kanamalar
vardi. Dort olguda (7, 8, 14, 15 no’lu)

OZNUR YAZICIOGLU

interlobuler septal doku ve plora, ddemli ve
nétrofil lokositler ile ¢ogunlukla
makrofajlardan olusan yangi hiicreleri ile
yogun sekilde infiltreydi. interlobuler septal
odem ve hiicre infiltrasyonu, pndmoni
goriilmeyen ii¢ olguda (23, 24, 26 no’lu) da
gozlendi. Pndmoni goriilen  akcigerlerden
iiginde (2, 6, 10 no’lu), ayrica brong ve
bronsiol lumenlerinde ¢ok miktarda sari renkte
mekonyum tespit edildi.

Tablo 2, Akcigerlerdeki Pnomoni Lezyonlarinin Histolojik Olarak Simiflandirilmasi
Table 2. Histologically classification of pneumonia lesions in the lungs.

Pn&moni tipi Adedi Foétiis No

Bronkopnémoni 23

-Kataral 21 (1-6,8-13,15-18 21,22,28-30)
- Kataral-Hemorajik |1 14)

-Nekrotik 1 N

Immunperoksidaz boyanma- Spesifik
antijen boyanmasi, 26 olguda, brons, bronsiol
ve alveol lumenlerindeki eksudat i¢inde serbest
halde ya da nétrofil 16kosit ve makrofajlarin
sitoplazmasinda goriildii (Sekil 5 ve 6) Antijen,
5 olguda ayrica interalveolar septal dokuda ve
7 no’lu olguda nekrotik kitlelerde goriilen
mikrop kiimelerinde ve bazi nekrotik bronsiol
epitellerinde saptandi (Tablo 3).

Kalp - 1ki olguda (5,7

miyokardta kas telleri arasinda ve damarlar

no’iu),

cevresinde hafif nétrofil Iokosit infiltrasyonu, 2
olguda (22, 25 no’lu) da az sayida notrofil
l6kositler ile  ¢ogunlugunu  makrofajlarin
olusturdugu hiicre infiltrasyonlari  goriildii
(Sekil 7). Bu olgularda ayrica damarlarda
hipcremi ve kas tellerinde hafif dejeneratif
degisiklikler vardi (Tablo 3).
Immunperoksidaz boyanma- Brusella
antijeni, 6 olguda kas tellerinde (Sekil 8)

saptandi (Tablo 3).
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Tablo 3. Parakim Organlarindaki Histolojik Lezyonlar ile Iimmunperoksidaz Sonuclar

Table 3. Histologic lesions and immunoperoxidase results in paranchymatous organs.

Fotiis | Histolojik lezyon Immunperoksidaz Boyanma

No AC KC |DL |BOB |K |AC |KC [pL [BOB [K

1 4+ ++ 1A - - +++ |+ 1A - -

2 ++ ++ iA - - ++ + 1A - -

3 +++ ++ IA - - +++ |+ iA - -

4 ++ ++ ++ ++ - ++ + + + -

5 +++ + + +++ + +++ |+ + + +

6 +++ +++ |+ - - +++ |+ + - -

7 +++ ++ + + + +++ |+ + - + +

8 ++ ++ + - - ++ + + - +

9 ++ + ++ - - ++ + + - -

10 +++ 1A IA - - +++ |IA IA - -

11 ++ ++ + - - + + + - -

12 ++ + + - - ++ + + - -

13 ++ - + - - ++ + + - -

14 ++ - + - - ++ + + - -

15 = +++ ++ + - - +++ |+ + - -

16 ++ ++ + ++ - ++ + + + -

17 ++ + + ++ - ++ + + - -

18 ++ - ++ - - ++ + + - -

19 - - ++ - - - + + - -

20 - + + - - - +++ +++ |- -

21 ++ - + - - + +++ +++ |- -

22 +++ - + + - +++ |+ + - +

23 + + + - + + + + ++ -

24 + - + - - ++ + + +++ ++

25 - + ++ + + - ++ ++ - +

26 + + + - - + + + ++ -

27 - - + - - - +++ +++ |- -

28 ++ + ++ - - ++ + + - -

29 ++ - + - - + + + - -

30 ++ ++ + - - ++ + + - -

Toplam |26/30 |20/29 |26/26 |7/30 4/30 126/30 |29/29 26/26 |7/30 6/30
AC . Akciger, KC: Karaciger, DL: Dalak, BOB: Bobrek, K: Kalp, [A: Incelemeye alinmad.
- Normal +: hafif dercede ++ orta derecede +++: siddetli derccede.

no’lu  olguda ayrica tek tik eozinofil

Bobrek: Iki olguda, (4, 5 no'lu) lokositlerin de katildig: hiicre infiltrasyonlari

kortekste ve 6 olguda (4, 5, 7, 16, 17, 25 no’lu)
kortikomediiller bolgede, interstisyel dokuda
¢izgi tarzinda ya da fokal alanlar halinde hiicre
(Sekil 9). Bu
17 ve 25 no’lu olgularda

infiltrasyonlar1 vardi hiicre
infiltrasyonlar,
mononiiklear hiicrelerden olusmustu,
Digerlerinde ise ¢ogunlugunu makrofajlarin

olusturdugu ve bunlara notrofil 16kositler ile 5

gorildii. Medulla da 3 olguda (5, 16, 17 no’lu)
dokuda fokal halinde,

notrofil 16kositler ile gogunlukla mononiiklear

interstisyel alanlar

olusan hiicre infiltrasyonlar

23

hiicrelerden

mevcuttu. no’lu sadece
medulladaki
halinde  nétrofil

gozlendi (Tablo 3).

olguda ise
dokuda,
infiltrasyonlari

interstisyel odaklar

16kosit
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Sekil 7. Miyokardta kas telleri arasinda
yangisel hiicre infiltrasyonu. 22 no’lu f6tiis.
HE x 200.

Figure 7. Inflammatory cell infiltration
between myocardial fibrils. Fetus no. 22 HE x
200.

Sekil 8. Miyokardta kas telinde antigen
spesifik boyanma (ok) 24 no’lu fotiis.
immunperoksidaz-hematoksilen x400.

Figure 8. Brucella-specific staining in a
inyocardial cell (arrow). Fetus no. 24

immunoperoxidase-hematoxylin x. 400.
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Sekil 9. Bobrekte kortikomediiler
bslgede interstisyel mononiiklear  hiicre
infiltrasyonu. 5. No’lu fotiis Hex 200.

Figure 9. Intersititiel mononuclear cell
infiltration at the corticomedullary junction of
a fetal kidney. Fetus no. 5. HE x 200.

Sekil 10. Bobrekte glomerulusta antijen
spesifik \_vboyénma (ok) 26 no’lu - fotiis.
immunperbksidaz-hema'toksilen x 400.

Figur 10. Brucella-specific staining in
glomerulus of a fetal kidney (arrow). Fetus no
26. Iimmunoperoxidase-hematoxylin x 400.
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Sekil 11. Dalakta kapsulada ve kirmizi

pulpa hiicrelerinde brusella spesifik
boyanmalar  (oklar) 20 no’lu  fotiis.
Immunperoksidaz-hematoksilen x 400.

Figure 11. Brucella-specific stainings in
capsula and cells of red pulp of a fetal spleen
(arrows). Fetus no. 20. Immunoperoxidase-

hematoxylin x 400.

Sekil 12. Brongial lenf diigiimiinde
subkapsular sinusun endotel hiicrelerinde
brucella spesifik boyanmalar (oklar) 24. no’lu
fotlis. Immunperoksidaz-hematosilen x 400.

Figure 12. Brucella-specific stainings in
endothelial cells of subcapsular sinus of a
bronchial lymph node (arrows). Fetus no. 24,
Immunoperoxidase-hematoxylin x 400.

Immunperoksidaz boyanma - Antijen,
5 olguda (4, S, 7, 16, 23 no’lu) nétrofil 16kosit
ve makrofajlarda, 3 olguda (23, 24, 26 no’lu)
kortekste glomeruluslarda (Sekil 10) ve
tubulus epitellerinin sitoplazmasinda saptandi.
Spesifik boyanma, bunlardan 2 olguda (23, 24
no’lu) ayrica medulladaki interstisyumda fokal
alanlar tarzinda ve buradaki toplayic
tubuluslarin epitellerinde gézlendi (Tablo 3).

Dalak — Yedi olguda (4, 6, 7, 9, 18, 19,
25 no’lu) fokal ve 1 olguda (28 no’lu) diffuz
perisplenitis mevcuttu. Yedi olguda (4, 8, 11,
15- 18 no’lu), dalak kapsiilinde fokal
mononiiklear hiicre infiltrasyonu ve iki olguda
(4, 16 no’lu) ayrica vakuoler bir goriiniim
vardi. Incelenen olgularin gogunda (24/26)
degisen derecelerde lenforetikiiler hiperplazi
saptand: (Tablo 3).

immunperoksidaz boyanma- Spesifik
antijen boyanmasi, kirmizi pulpanin makrofaj
seri hiicrelerinde (Sekli 11) ve sinusoidlerde
serbest halde gozlendi. Antijen, iki olguda (11,
20 no’lu), ayrica dalak kapsiiliinde tespit
edildi. (Sekil 11) Perisplenitis goriilen
olgularda boyanma, fagositlerin
sitoplazmalarinda da saptandi (Tablo 3).

Bronsial lenf diigiimii — Incelenen 13
olgudan 7’sinde (5,7,19,23, 24, 26, 27 no’lu),
brongial lenf diigiimlerinde perilenfadenitis
vardi. Yedi olguda (5, 7, 17, 23, 24, 26, 29
gorildi.

no’lu) Sinus katarh tablosu
Subkapsiiler ve meduller sinuslar genislemis
ve igleri dokiilmiis endotel hiicreleri, nétrofiller
veya lenfositler ile doluydu. (Tablo 4)

Immunperoksidaz boyanma- Spesifik
antijen boyanmasi, 7 olguda sinuslarin saglam
ya da dokiilmiis endotel hiicrelerinde (Sekil
12), sinuslar i¢inde ve perilenfadenitis goriilen
olgularda, ayrica fagositlerin sitoplazmalarinda
gbzlendi (Tablo 4).
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Tablo 4 Diger Fétal Organlardaki Histolojik Lezyonlar Ile immunperoksidaz Sonuglar
Table 4. Histologic lesions and immunoperoxidase results in the other fetal organs.

Fotiis Histolojik Lezyon Immunperoksidaz Boyanma -
No LD OSE T BAG LD OSE T BAG
5 ++ - - - + - - -

6 - - - - - - - -

7 ++ ++ - - + ++ - -

14 - - - + - - - +

17 + - - - + - + -

19 + - - ++ + - - +

23 ++ - - - + - + -

24 ++ + - - ++ ++ - -

26 ++ - - ++ + - + -

27 + - - ++ + - - ++
28 - - - - - - - +

29 + - - + + - - -

30 - - - - - - + ++
Toplam | 9/13 2/13 0/13 5/13 9/13 2/13 4/13 S5/13

LD : Bronsial lenf diigiimii, OSE: Osefagus, T: Timus, BAG: Ince Bagirsak

-: Normal +: Hafif derecede, ++: Orta derecede

Osefagus Alt 1/3 incelenen 13 olgudan

birinde 7 nolu), osefagus lumeninde nétrofil
lokositler, dokiilmiis epiteller ve mikrop
kiimelerini igeren bir eksudat gozlendi. Lamina
epitelyaliste  belirgin  derecede  hidropik
dejenerasyon vardi. Mukozanin bir yerinde
lilser goriildii. Lamina propriyada hafif
derecede lenfoid hiicre infiltrasyonu mevcuttu.
24 no’lu olguda ise osefagusun sadece
submukoza ve soroza katlarinda az sayida
notrofil 1dkosit ve g¢ogunluk makrofajlardan
olusan yangisal bir hiicre infiltrasyonu
gozlendi. (Tablo 4).

Immunperoksidaz boyanma- Spesifik
antijen boyanmasi, 7 no’lu olguda &sefagus
lumenindeki igerikte ve lamina propriyada
serbest halde, 24 no’lu olguda submukoza ve

seroza katlarindaki notrofil  lokosit  ve

makrofajlar ile adventisyal hiicrelerde saptandi
(Tablo 4).

Timus — Incelenen 13 olguda histolojik
olarak bir degisiklik goriitmedi (Tablo 4).

immunperoksidaz  boyanmas1 -
Spesifik antijen boyanmasi, 4 olguda (17, 23,
26, 30 no’lu) korteksteki kapillarlar iginde ve
mediilladaki Hassal korpiiskiillerinde (Sekil
13) goriildii. (Tablo 4).

Ince Bagirsak — incelenen 13 olgudan
3’tinde (14, 19, 30 no’lu), ince bagirsagin
lamina propriya katinda hafif derecede
mononiiklear hiicre infiltrasyonu vardi. Ug
olguda (19, 27, 28 no’lu), seroza katinin fokal
olarak 6dem sivisiyla genisledigi ve aralarinda
notrofil  16kositler  ile  lenfositlerin  de
bulundugu ve ¢ogunlugunu makrofajlarin
olusturdugu hiicreler tarafindan diffuz sekilde
infiltre oldugu goriildii. 28 no’lu olguda
submukoza katinda da tek tiik notrofil [6kosit
ve mononiiklear hiicre infiltrasyonlar vard

(Tablo 4).
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immunperoksidaz boyanma — Spesifik
antijen boyanmasi, 3 olguda (19, 27, 28 no’lu)
katindaki

sitoplazmalarinda ve 6demli interstisyumda, 14

yangili seroza fagositlerin
ve 30 no’lu olgularda bagirsak lumenindeki
icerikte ve 30 no’lu olguda ayrica bez
lumenlerinde ve lamina propriyada saptandi
(Tablo 4).

Gobek kordonu (Ust 1/3)- incelenen 5
olgudan (17,23, 27-29 no’lu) birinde (28
no’lu), Arteria umbilikalisler’in media katinda
ve media-adventisya katlart arasinda fokal
notrofil 16kosit ve makrofaj infiltrasyonlar
mevcuttu. Adventisya katinda ayrica fokal
nekroz alanlari ve buna eslik eden yogun
notrofil 16kosit ve makrofaj infiltrasyonlar
gozlendi.

immunperoksidaz boyanma- Spesifik
antijen boyanmasi, 23 no’lu olguda Wharton
jelinde, 28 no’lu olguda yangth damar
katlarindaki infiltre notrofil ve makrofajlarin
sitoplazmasinda ve bu infiltrasyon sahalarinda
serbest olarak gozlendi.

Beyin — Incelenen bir olguda (16 no’lu)
histolojik bir degisiklik goriilmedi.

immunperoksidaz boyanma- Spesifik
meningeal  damar

antijen  boyanmasi,

endotellerinde  ve  lateral  ventrikiillerin
subependimal ndyropili ile damar lumenlerinde
(Sekil 14 goriilda.

Bakteriyolojik Bulgular: Etlik Hayvan

Hastaliklart Arastirma Enstitiisii  Yetistirme

Hastaliklari  Laboratuvarinda, organlardan
yapilan ekimler sonucu besi yerlerinde gelisen
kiiltiirler, koloni morfolojileri ve mikroskobik
ozelliklerine gore Brusella spp olarak tespit

edildi.

Sekil  13:  Timusta bir  Hassal
korpuskiilende brucella spesifik boyanma (ok).
23 nolu fétiis. immunperoksidaz-hematoksilen
x. 400.

Figure 13: Brucella-specific staining in
Hassal Corpuscule of a fetal timus (arrow).
Fetus no. 23. immunoperoxidase hematoxliyn

x. 400.

..

Sekil  14:
lumeninde brusella spesifik boyanma (ok) 16

Beyinde bir kapillar damar

no’lu fotiis. Immunperoksidaz-hematoksilen x
400.

Figurc 14: Brucella-specific staining within
lumen of a capillary vessel in a fetal brain
(arrow). Fetus no. 16. Immunoperoxidase-

hematoxylin x.400.
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TARTISMA VE SONUC

Calismada, koyunlarda bruselloza baglh
abortus olaylarinda atik fétiislerdeki lezyonlar
morfolojik  olarak  degerlendirildi. Doku
kesitlerinde brusella antijeninin varhgmnin ve
lokalizasyonun saptanmasl igin
immunperoksidaz teknigi kullanildi. Ayrica
bakterinin  morfolojik lezyonlarla iliskisi
analize edildi (Tablo 3, 4, 6). Fétal organlarda
gozlenen morfolojik degisiklikler, daha &nce
bildirilenlere (15, 28) benzerdi.

Subkutan 6dem ve viicut bosluklarinda
¢ok miktarda ser6z- kanl bir sivinin varhgi, B.
ovis ile deneysel enfekte koyun fétiisleri (28)
ve B. abortus ile deneysel enfekte koyun (15)
ve kegi (5) fotislerinde bildirilmistir. Benzer
bulgular, atik olayindan 6nce uterus iginde
6len sigir fotiislerinde de agiklanmigtir (14).
Calismada da nekropsisi yapilan fotiislerin
ngu, 6lii halde atildigi ve atilmadan Once
uterus i¢inde otolize ugradigindan bu
bulgularla sik karsilasildi. Makroskobik olarak
pnomonili akcigerlerde goézlenen boz-beyaz
renkli odaklar, B. abortus ile deneysel enfekte
koyun fétiislerinde Gorham ve ark (15)
tarafindan bildirilen bulgularla uyumluydu. Bir
olguda (28 nolu) goriilen fibrinli peritonitis de
B. abortus ile deneysel enfekte koyun (15,30),

keci (5) ve B. ovis ile dogal enfekte koyun

fotiislerinde (21) gbzlenen bulgular
arasindaydi.
Cahsmada baslica histolojik

degisikliklerin saptandigi organlar, akciger
karaciger ve dalakti (Tablo 3). Akcigerde
pnomoni,  karcigerde  periportal  hiicre
infiltrasyonlar ile parankimal nekroz odaklar
ve dalakta lenforetikiiler hiperplazi, gozlenen
baslica histolojik  lezyonlardi.  Pulmoner
lezyonlar, brusella ile enfekte sigir ve kegi
fotiislerinde histolojik olarak saptanan temel

degisiklik olarak aciklanmis ve

OZNUR YAZICIOGLU

bronkopndmoni ile interstisyel pndmoninin bu
fotiislerde karakteristik akciger lezyonlan
olarak diigiiniildiigii kaydedilmistir (14, 24).
Brusella ile enfekte koyun fotiislerinde .de
bronkopnémoni  (15,21)  ve interstisyel
pndmoni (28) bildirmistir. Calismada da 30
fotal akcigerden 23’iinde goriilen pnomoni,
atik fotiislerde tespit edilen ana bulguydu.
Bronkopnémoni 6zelligindeki hiicreden zengin
eksudatif lezyonlar, kataral, kataral-hemorajik
ve nekrotik karakterdeydi.B. abortus ile dogal
ve deneysel enfekte sigir fotislerinde (14),
alveolar eksudatta goriildiigii bildirilen ¢ok
cekirdekli dev
gézlenmedi. Sigir fotiislerinde, Enright ve ark

hiicreler, bu g¢alismada
(14) tarafindan yapilan c¢aligmada, brons ve
brongiollerin mukozasinda bir degisiklik
bildirilmemis olmasma karsin, Lopez ve
ark(22) tarafindan B. abortus ile dogal enfekte
sigir fotislerinde yapilan bagka bir ¢alismada,
brons ve brongiol epitellerinde nekroz, B.
abortus izolasyonuyla iliskili bulunan 6nemli
bir akciger degisikligi olarak bildirilmigtir.
Caligmada ise bir olguda (7 no’lu) brons ve
bronsiol epitellerinde nekroz ve kiregleme, 2
olguda (1 ve 5 no’lu) da hiperplazi gozlend:.
Ayrica 5 olguda (2,6,7,15 ve 17 no’lu)
bronsglarin lamina propriya ve submukoza
katlarinda mononiiklear hiicre infiltrasyonlan
saptandi. B. ovis ile deneysel enfekte koyun
fotiislerinde goriildiigi bildirilen peribronsioler
lenfoid hiperplazi(28), ¢alismada gozlenmedi.
sarasinda

Pnémoninin  genellikle  anoksi

mekonyum  ve  dolayisiyla  bakterilerle
kontamine olmus amniyon sivinin aspirasyonu
sonucu olusturdugu ileri siiriilmektedir (27).
Bu ¢ahsmada pnomonili akcigerlerden sadece
ticiinde (2,6 ve 10 no’lu), brons ve bronsiol
lumenlerinde ¢ok miktarda mekonyum tespit
edildi. Sigir fotiislerinde yapilan bir ¢alismada

(22) da B. abortus izolasyonu yapilan fotiisiin
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hava yollarinda, bakterilerin bulunmasina
karsihlk mekonyumun gériilmedigi ve bu
fotiislerde hava yollarindaki siddetli yangisal
ce vabin, mekonyumun varliim maskelemis
olabilecegi ifade edilmistir. B. abortus ile
deneysel enfekte koyun (15) ve kegi (24)
fotislerinde bildirilen ploral édem, ¢alismada
pnomonili 4 olguda (7, 8, 14, 15 no’lu)
gozlendi. Odem, lenf damarlarinda dilatasyon
ve interlobuler septalarin hiicresel
infiltrasyonu, B. abortus ile deneysel enfekte
sigir fotiislerinde, akcigerde goézlenen ilk
degisiklikler olarak bildirilmistir.
Enfeksiyonun bu devresinde akciger parakimi
normal oldugundan yangisal odaklarin ilk
olarak interlobuler septalarda gériilmesinin,
hematojen yayilmanin bir gostergesi oldugu
ifade  edilmistir  (14). Bu
interlobuler septal 6dem ve yangisal hiicre

galismada,

infiltrasyonu, pnémoni goriilmeyen 3 olguda
(23,24,26 no’lu) gozlendi ve 4 olguda (7, 8, 14,
15 no’lu) da pnémoni lezyonlariyla birlikteydi.
B. abortus ile enfekte sigir fotiislerinde (14)
pulmoner arterlerde fibrinoid nekroz ve kegi
fotiislerinde  (24) perivaskuler segmental
lenfohistiyositer infiltrasyon, pnomonili
akcigerlerde bildirilen damar lezyonlandir.
Calismada, S5 olguda bronslarin lamina
propriyasinda perivaskuler hiicre
infiltrasyonlart saptandi.

Karacigerde periportal hiicre
infiltrasyonu, B. ovis ile deneysel enfekte
koyun (28) ve B. abortus ile deneysel enfekte
kegi (5, 24) fotiislerinde bildirilen bir bulgudur.
Bu ¢alismada, 18 olguda goriilen portal
bolgelerin yangisal hiicre infiltrasyonu, B.
abortus ilc enfekte ke¢i fotislerinin (24)
aksine, B. ovis ile enfekte koyun fétiislerinde
(28) oldugu gibi sik rastlanan bir bulgu olarak
saptandi.B. abortus ile dogal ve deneysel

enfekte sifir fotiislerinde (14), karacigerde

gozlenen fokal nekroz odaklari, bruselloza
ilgili atik fGtiislerde sik bildirilen lezyonlar
arasinda degildir. Brusella spp. Izolasyonunun
yanisira immunperoksidaz boyamalarda da
nekroz odaklarinin goriildiigi karacigerlerde
Nekroz

odaklarinin olusmast, etkenlerin patojenitesine,

brusella antijeni tespit edildi.

bakterilerden salinan endotoksine ve konakgi
duyarhigina baglanabilir. Iki olguda (5 ve 12
no’'lu) parakimde goézlenen diffuz hidropik
dejenerasyon da fotiiste gelisen hipoksiye ilgili
bir bulgu olarak degerlendirilebilir.

Dalakta lenforetikiiler hiperplazi ve lenf
diigimlerinde lenfadenitis, B. ovis ile enfekte
koyun fotiislerinde bildirilen bulgulardir (28).
Calismadaki bulgular, bu bulgularla uyumlu
olmakla birlikte, farkli olarak dalak ve bronsial
lenf diigiimiinti ¢evreleyen serozalarda da
yang tespit edildi B. abortus ile enfekte sigir
fotiislerinde goriildiigii bildirilen dalak nekrozu
(17) ve lenf diigiimlerinde goriilen dev hiicreli
ve nekrozlu granitlomlar (14), Qa'ilsmada
gozlenmedi. A\ A\ b

Bobreklerde, B. abortus ile deneysel
enfektec  kec¢i  fotiislerinde = (24)  fokal
subkapsiiler, sigir fotiislerinde (14) kortekste
fokal mononiiklear hiicre infiltrasyonlarinin
gozlendigi bildirilmigtir. B. ovis ile deneysel
enfekte  koyun  fotislerinde  (28) de
kortikomediiller sinirda notrofil 16kosit ya da
mononiiklear hiicre infiltrasyonlar:
bildirilmistir. Calismada fokal alanlar halinde
gorillen ve mononiiklear hiicrelerden ya da
notrofil ile makrofajlardan olusan hiicre
infiltrasyonlari, kortikomediiller bolgeye sinirh
olmayip korteks ve mediillada da tespit edildi.

Epikarditis, B. abortus ile enfekte sigir
bildirilen
arasindadir.(17) Bu ¢alismada ise sadece

fotiislerinde lezyonlar

miyokardta hafif yangisal hiicre infiltrasyonlan

gozlendi. Interlobiiler septal 6dem ve kortikal
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lenfoid hiicrelerde azalma, B. abortus ile
cnfekte ke¢i fotiislerinin  (24) aksine sigir
fotiislerinin timusunda sik goézlenen bulgular
olarak  bildirilmistir.(14). Calismada ise
incelencn timuslarda histolojik bir degisiklik
saptanmadi. B. ovis ile deneysel enfekte koyun
fotiislerinde (28) oldugu gibi, bu ¢alismada da
incc bagirsagin  lamina propriya katinda
mononiikiear hiicre infiltrasyonlar1 goriildi.
Farkhi olarak ii¢ olguda bagirsagin seroza
katinda da fokal yangi alanlann vardi.
Ensefalitis, meningitis ve ependimitis, B.
Abortus ile dogal enfekte sigir fotiislerinde
bildirilen beyin lezyonlartdir (16,
17).Calismada sadece bir beyin incelendi ve
histolojik bir degisiklik gézlenmedi.

Bu ¢alismada, bir olguda (28 no’lu
fotis) da gobek kordonu arterlerinde (arteria
umbilikales) nekrotik arteritis tablosu goziendi.
Bu bulgu, fotiste yikimlanmg plasental
damarlar yoluyla bir baktereminin gelistigini
gostermektedir. Ayni fGtiiste saptanan diffuz
perisplenitis ve bagirsagin seroza katindaki
fokal serositis bulgulan da bu olguda, civciv
embriyolarinda serozalardaki enfeksiyonun
olusmasinda sar kesesi enfeksiyonunun roliine
benzer sckilde (13), baktereminin yanisira
yangili  gobek kordonundan koken alan
enfeksiyon bulgusunu da akla getirmektedir.

Brusellalarin  fotal  dokularda  hiicre
icinde ve disindaki yerlesimi, bir¢ok arastirici
tarafindan bialdirilmistir. (17,24, 25). Doku
kesitlerinde Brusella antijeninin
lokalizasyonunun gg@sterilmesinde son yillarda
immunperoksidaz tekniklerden yaygin sekilde
(1,13,17,24,25).
antijeni, fotal dokularda fagositlerde hiicre

yararlanilmistir Brusella
icinde, damar lumenlerinde ve interstisyumda
ise hiicre disinda gozlenmistir. (17,24,25). Bu
caligmada da brusella antijeni, genellikle gogu

fotal dokularda notrofil 16kosit ve
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makrofajlarin sitoplazmasinda, intestisyumda,
eksudat iginde ve damar lumenlerinde
goriilmekle  birlikte  ayrica  karacigerde
hepatositierde, Kupfer hiicrelerinde ve safra
kanali  epitellerinde, akcigerde  bronsiol
epitellerinde, kalpte kas tellerinde, bobrekte
glomeruluslarda ve tubulus epitel hiicrelerinde,
dalakta kirmizi pulmanin  makrofaj seri
hiicrelerinin yanisira dalak kapsiiliinde; lenf
diigiimlerinde sinus endotellerinde; timusta
Hasssal korpiiskiillerinde; gobek kordonunda
Wharton jelinde ve yangili damar katlarinda;
beyinde meningeal damar endotellerinde ve
subependimal ndyropilde saptandi.

B. abortus ile deneysel enfekte 10-12
giinlik civciv embriyolarinda yapilan bir
caligmada (13) da spesifik  boyanma,
hepatositlerde, kalp kasi tellerinde, bobrek
glomeruluslarinda, interstisyumda ve bu
cahismadan farkh olarak mezotelyal hiicrelerde
bildirilmis ancak bobrekte tubulus epitellerinde
gozlenmistir. Civciv embriyolarinda yapilan
elektron mikroskobik ¢aligmalar da antijenin,
bu g¢ahsmada goriildiigi gibi, karacigerde
Kupfer hiicrelerinde ve dalak
makrofajlarindaki yerlesimini gostermistir. B.
abortus tle deneysel enfekte buzagilarin
bagirsagmda da antijenin, bu ¢alismada oldugu
gibi, lumende ve lamina propriyada serbest,
fagositlerde sitoplazmada gozlendigi
belirtilmistir (1). B. abortus ile ¢alismadan
farkli olarak leptomeningeal makrofajlarda,
koroid pleksusta ve ependim hiicrelerinde
tespit edilmis, ancak damar lumenlerinde ve
noyropilde spesifik boyanmanin gériilmedigi
bildirilmistir.

Calismada, brusella izolasyonu yapilan
tim karaciger (n:29) ve dalaklarda (n:26)
spesifik boyanma gozlendi. Ancak Brusella
spp.lerin  tim  kiiltiir-pozitif =~ dokularda
identifiye edilmedigini bildiren yaymnlar da
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mevcuttur (24, 25). Arastiricilar, bu durumun
mikroorganizmalarin dokularda ¢ok odakli
dagithmma , disiik  konsantrasyonlarda
bulunmasima ya da fokal mikroorganizma
kiimelerinin doku kesiti seviyesinin diginda
kalmasina ilgili olabilecegini ileri
stirmiislerdir.  Bu ¢alismada, iki olguda
(17,25n0’lu) bobrekte yangisal reaksiyon
goriilmesine karsilik  antijenin  tespit
edilememesi de benzer sekilde bakteri
kiimelerinin o alanda bulunmamasina ya da bu
lezyonlardaki yangisal driinlerin etkenleri
yikimlamasina baglanabilir. Tersine olarak 9
olguda (13,14,18,19,21,22,24,27,29 no’lu)
karacigerde, 2 olguda (24, 26 no’lu) bobrekte
ve 2 olguda (8, 24 no’lu) kalpte,
immunperoksidaz boyamalarda pozitif
reaksiyon gorilmesine karsilik yangisal bir
degisiklik saptanmamasi da enfeksiyonun yeni
olusmus ve histolojik olarak gozlenebilir
reaksiyonlarin olusmasi igin yeterli siirenin
ge¢memis olmas: ile ilgili olabilir.

Sonu¢ olarak; koyunlarda saha atik
olaylarimin incelendigi bu ¢ahsmada fotal
organlarda saptanan histolojik lezyonlar,
ruminantlarda  bruselloza ilgili  atiklarda
bildirilenlere  benzerdir. Ayrica Brusella
spp.lerin  yerlesimini  bildiren  deneysel
calismalan (13,24,25) da dogrular niteliktedir.
Brusellozun bashlica histolojik bulgularindan
olan pndmoninin, atik fotiislerin  gogunda
goriilmesi, akciger lezyonlarinin  brusella
enfeksiyonlari igin karakteristik bir bulgu
olabilecegini gostermcktedir.
Immunperoksidaz boyamalarda, akciger ve
dalakta lezyon gbzlenen fotiislerde,
karacigerde ise  histolojik  bir  bulgu
bulunmasina bagli olmaksizin muayene edilen
fotuslerin timiinde spesifik antijen boyanmasi
tespit edilmistir. Fotal organlardaki histolojik

bulgular ve immunperoksidaz  boyama

sonuglari, hastaligin tanisinda tek basina yeterli
olmayip bakteriyolojik sonuglari, tamamlayici
niteliktedir. Ancak immunperoksidaz boyama
tekniklerinin, 6zellikle materyalin formalinde
tespit edilmesi gibi kiltir yapma imkan
olmayan durumlarda, koyunlarin bruselloza
ilgili  saha attk olaylarinin  tanmisinda
kullamlabilecegi diistiniilmektedir.

Tesekkiir: Calismada primer antiserum
tiretiminde kullanilan brusella
siispansiyonunun hazirlanmasinda yardimci
olan Pendik Vet. Kont. Ve Arast. Enstitiisii
Brusella Laboratuvari sefi sayin Dr. Yavuz
Uysal ile fotal organlardan  brusella
izolasyonunda yardimct olan Etlik Vet. Kont.
ve Arast. Enst. Yetistirme Laboratuvari sefi
sayin Uzm. Vet. Hekim Ziver Karaman’a

tesekkiir ederim.
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