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OZET

B. melitensis iLE ENFEKTE FOTAL KOYUN AKCiGERLERINDE
SURFACTAN PROTEIN A VE IL-1’IN IMMUNOHISTOKIMYASAL
YONTEMLE DEGERLENDIRILMESI

Maternal intrauterin enfeksiyonlarin, fetiiste sistemik bir yanginin olugmasina
ve sitokinlerin artmasina sebep olarak akciger, beyin gibi organlart etkileyebildigi,
ozellikle akciger hasar1 ve bronkopulmoner displazi (BPD) gelisiminde 6nemli bir
rol oynadigi bildirilmektedir. Bu ¢alismada Brucella melitensis ile dogal enfekte
intrauterin enfeksiyon modelinde, proinflamatuar sitokin IL-1p, antiinflamatuar
sitokin IL-10 ve SP-A, akciger hasarina etkilerini belirlemek amaciyla 30 adet fetiiste
immunohistokimyasal yontemle boyanarak, degerlendirildi.

Bakteriyolojik ve/veya immunohistokimyasal incelemede B. melitensis pozitif
olan 30 adet fetiisten alinan dokular histopatolojik olarak degerlendirildi.
Histopatolojik incelemede ¢ok etkilenen doku olan akcigerlerde 12 fetiiste (%40)
bronkopnémoni goézlenirken, 18 (%60) olguda ise interalveoler ve interlobiiler
septumda genisleme tespit edildi. Immunohistokimyasal incelemede B. melitensis
antijeni akcigerlerde alveoler makrofajlarin sitoplazmasinda yogun olarak boyandi.
IL-1 tiim fetal akcigerlerde (%100) alveoler makrofajlar, endotel hiicreleri ve brong-
bronsiol epitellerinde degisen siddette immun pozitifti. 1L-10, ii¢ (%10) olguda fetal
akciger dokusunda, alveoler makrofajlarda ve brons, bronsiol epitelleri az miktarda
boyandig tespit edildi. SP-A, immun pozitif 5 (%16) olguda fetal akcigerlerin tip Il
pnémositleri ile alveolar makrofajlarin sitoplazmalarinda tespit edildi.

Saglikli kontrol fetiis akcigerleri ile karsilastirildiginda, hasar olusan enfekte
akciger dokularinda IL-1 immun pozitifligi yiiksek iken, IL-10 ekspresyonunun ise
anlamli sekilde diisiik oldugu tespit edildi. Intrauterin enfeksiyonlarda akciger
hasarmin, proinflamatuar ve antiinflamatuar sitokin dengesinin, proinflamatuar
sitokin IL-1 miktarindaki asir1 artisina bagli olarak bozulmasiyla sekillendigi, SP-
A’nm ise sadece 5 olguda pozitif reaksiyon vermesinin gebelik yasinin erken evrede
oldugu bu nedenle fetiislerin akcigerlerinin heniiz gelisimini tamamlayamamasindan

kaynaklandig1 sonucuna varildi.

Anahtar Kelimeler: Brusella melitensis, BPD, intrauterin enfeksiyon, sitokin



ABSTRACT

IMMUNOHISTOCHEMICAL EVALUATION OF SURFACTANT
PROTEINS A AND IL-1 IN THE LUNGS OF SHEEP INFECTED WITH

B.melitensis

It has been reported that maternal intrauterine infections can affect organs
such as lungs and brain by causing a systemic inflammation and increase in
cytokines in the fetus, and play an important role in the development of lung damage
and bronchopulmonary dysplasia (BPD). In this study, the effects of
proinflammatory cytokines IL-1B and antiinflammatory cytokines 1L-10 and SP-A
on lung damage in fetuses were evaluated by immunohistochemical staining in 30
sheep aborted fetus lungs in a naturally infected intrauterine infection model with B.
melitensis.

It was determined that the most affected tissue in sheep fetus
histopathologically was lung. Bronchopneumonia was observed in 12 fetuses (40%)
in the lung. An increase in the interalveolar and interlobular area was detected in 18
(60%) cases. In the immunohistochemical examination, Brucella melitensis antigen
was intensely stained in the lungs, especially in the cytoplasm of alveolar
macrophages. IL-1 was immunopositive with varying severity in alveolar
macrophages, endothelial cells and bronchial-bronchiol epithelial cells in all fetal
lungs (100%). The anti-inflammatory cytokine IL-10 was only slightly stained in the
fetal lung tissue, alveolar macrophages, and bronchial and bronchiole epithelial
lumen in three (10%) cases. SP-A positive immunoreactivity was detected in type Il
pneumocytes of fetal lungs and alveolar lumens in 5 (16%) cases.

It was determined that the proinflammatory cytokine IL-1 gave intense
immunoreactivity in the damaged infected lung tissues, while the expression of the
anti-inflammatory cytokine 1L-10 was found to be significantly lower when
compared to the healthy control fetus lungs. It was thought that lung damage in
intrauterine infections was caused by the increase in the balance of cytokines, the
amount of proinflammatory cytokine IL-1, and the positive reaction of SP-A in only
5 cases was due to the early gestational age, therefore the lungs of the fetuses have
not yet completed their development and type Il pneumocytes have not developed.

Keywords: Brucella melitensis, BPD, intrauterine infection, cytokine
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1.GIRIS

Intrauterin enfeksiyonlar ve agiri inflamatuar maternal/fetal sitokin yanit
insan ve hayvanlarda 6nemli bir morbidite ve mortalite nedenidir (Areia ve Mota-
Pinto, 2022; Jung ve ark., 2020; Malaeb ve Dammann, 2009). Intrauterin
enfeksiyonun neden oldugu koriyoamniyonit zamanla sistemik bir inflamatuar yanita
sebep olarak, proinflamatuar sitokin salgilanmasina, erken donemde fetiisiin kaybina,
organ gelisiminde anomalilere ve erken dogumlara; uzun dénemde ise basta beyin ve
akciger olmak tizere farkli organlarda hasara sebep olabilmektedir (Gantert ve ark.,
2010; Hallman, 2001; Tita ve Andrews, 2010). Organlarda olusan hasar ile ilgili
olarak bronkopulmoner displazi (BPD), periventrikiiler 16komalasi, serabral palsi
(CP), interventrikiiler kanama, prematiire retinopati, tiroid hormon eksikligi gibi
ciddi problemler olusabilmektedir (Thomas ve Speer, 2011; Tita ve Andrews, 2010;
Srinivasan ve ark., 2017).

Koyun yetistirciligi lilkemiz hayvanciliginda onemli bir yer tutmaktadir.
Intrauterin enfeksiyonlara baglh erken dogum ve yavru atmalar tim diinyada ve
tilkemizde 6nemli ekonomik kayiplara sebep olmaktadir (Bayu, 2018; Diaz, 2013).
Erken dogum ve yavru atmalarin enfeksiyoz sebepleri arasinda bakteriyel, viral,
mikotik ve paraziter etkenler bulunmaktadir (Schlafer ve Foster, 2016). Brusellozis,
Brucella cinsindeki bakterilerin evcil ve vahsi hayvanlarda 6zellikle uterus, meme,
testis gibi genital organlara yerleserek, yavru atmalara ya da infertiliteye neden
oldugu kronik, bulasict bir hastaliktir (Bayu, 2018; Schlafer ve Foster, 2016). B.
melitensis, abort fetiislerin basta akciger olmak {izere ¢esitli doku ve organlarina
affinite gdstermektedir (Schlafer ve Foster, 2016; Sézmen ve ark., 2010). intrauterin
enfeksiyonlarda olusan koriyoamniyonit nedeniyle maternal ve fetal hiicrelerden IL-
1 ve TNF-a gibi proinflamatuar sitokinler salinmaktadir (Goldenberg ve ark., 2000;
Zhan ve ark., 2011). Uzun siire bu proinflamatuar sitokinlere maruz kalan fetiislerde
kronik akciger hastaligi riski artmaktadir (Pan ve ark., 2018). Bakteri ve
Lipopolisakkarit (LPS), endotoksin gibi bakteri iiriinleri ile uyarilan makrofaj ve

endometriumdaki stromal hiicrelerinden salinan maternal proinflamatuar sitokinlerin
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etkinligi arttikca damarlarda permeabilite artmakta, notrofil 16kositler intrestisyel
alana ve alveollere goc etmektedir. Notrofil 16kositlerin etkisiyle aktive olan ve
miktar1 artan reaktif oksijen molekiilleri, kollajenaz, metaloproteinazlar ve elastaz,
akciger hasarina neden olurken (Areia ve Mota-Pinto, 2022; Jackson ve ark., 2020),
prostaglandin  saliniminin uyarilmasiyla hem erken dogum hemde abort
tetiklenmektedir (Areia ve Mota-Pinto, 2022; Goldenberg ve ark., 2000). Fetal
proinflamatuar sitokinler akcigerde makrofajlar, solunum yollar1 epitel hiicreleri,
fibroblast, tip II pnomosit ve endotel hiicrelerinden sentezlenmektedir (Speer, 2001).
Surfactan (Siirfaktan) proteinler (SP) akcigerde savunmada gorev almaktadir.
Siirfaktan madde salinimi1 IL-1 artigina bagli olarak artmaktadir (Bry ve ark., 1997).
Intrauterin enfeksiyonlarda amniyon sivisinda artan IL-1 siirfaktan protein sentezini
arttirarak, prematiire erken dogumlarda respiratuar distres sendromu (RDS) riskini
azaltmaktadir. Ancak intrauterin enfeksiyonlar emriyonal gelisimin erken (6zellikle
kanalikiiler ve sakkiiler evrelerinde) asamalarinda sekillenirse tip II pndomositlerin
farklilagsmasini engelleyerek SP-A’nin eksprasyonunun diisiik diizeylerde olmasina
neden olmaktadir (Zhan ve ark., 2011). IL-1’in, intrauterin enfeksiyonlarla ilgili
erken dogumlarda, koriyoamniyonit ve trakeal aspirasyonda varlig1 6zellikle akciger
hasar1 ve BPD gelisiminde 6nemli bir rol oynadigint géstermektedir (McGowan ve
ark., 2009; Zhan ve ark., 2011). IL-10, proinflamatuar sitokinlerin olumsuz etkilerine
kars1 koyabilen gli¢lii antiinflamatuar sitokindir. Uterus ve plasentada yiiksek oranda
eksprese edilir ve enfeksiyonun neden oldugu gebelik patolojilerinin kontroliinde

onemli rol oynar (Gonzalez ve ark., 2021; Robertson ve ark., 2006).

Hayvanlarda intrauterin enfeksiyonlarin fetal akciger gelisimi {izerindeki etki
mekanizmalart ile ilgili ¢ok az sayida calisma bulunmaktadir. Farkli hayvan
modellerinde intrauterin enfeksiyonlara karsi fetal akcigerde olusan tepki fetiisiin
yasina, etkene, maruz kalma sekline veya fetiisiin genetik yatkinligina gore
degisebilmektedir. Fare ve siganlarda fetal akciger gelisim asamalarindan alveol
evresi dogumdan sonraki siiregte baslarken, koyun ve insanda alveoler gelisimin
dogumdan 6nce baslamasi1 nedeniyle intrauterin enfeksiyonlarin fetal akciger tizerine
etkilerinin ¢alisilmasi agisindan koyun tercih edilmektedir (Kemp ve ark., 2013;
Zhan ve ark., 2011). Bu calismada B. melitensis’in sebep oldugu intrauterin

enfeksiyonda akciger hasar1 gelisimi ile iligkili oldugu i¢in koyun fetiis



akcigerlerinde proinflamatuar sitokin IL-1, antiinflamatuar sitokin IL-10 ve SP-A

ekspresyonunun immunohistokimyasal olarak arastirilmasi amaglanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. intrauterin Enfeksiyonlar

Gebeligin emriyonik veya fetal doneminde bakteriyel, viral, mikotik ve
paraziter etkenler ile meydana gelen intrauterin enfeksiyonlar sebebiyle abort, erken
dogumlar meydana gelmektedir (Arad ve Ergaz, 2004; Redline, 2004). intrauterin
enfeksiyonlar sebep oldugu koriyoamniyonitten dolayr erken dogum ve abortun
onemli nedenidir. Intrauterin enfeksiyonlar; hematojen, asenden, desenden veya
latrojenik yollar ile uterusun, fetal membranlar ile fetiisiin kontaminasyonu sonucu
endometritis ve koriyoamniyonite sebep olur (Arad ve Ergaz, 2004). Kronik ve
asemtomatik olarak seyreden kariyoamniyonit; fetal dolasimda proinflamatuar
sitokin seviyesini arttirarak sistemik fetal inflamatuar yanit olusturmaktadir (Gantert

ve ark., 2010; Malaeb ve Dammann, 2009).

Ruminantlarda abortuslarin en dnemli sebepleri arasinda gesitli bakteri, virus
ve mantar tiirlerinin sebep oldugu intrauterin enfeksiyonlar bulunmaktadir.
Koyunlarda yaygin olarak abortusa neden olan bakteriler arasinda Brucella spp.,
Chlamydia spp., Campylobacter spp., Salmonella spp., Coxiella spp.ve Listeria spp.
yer almaktadir (Cakir ve Yildirim, 2018; Ay ve ark., 2017).

2.1.1 Bruselloz

Bruselloz, pek¢ok hayvan tiirinii ve insanlar1 etkileyen Brucella cinsine ait
mikroorgnizmalar tarafindan olusturulan diinyada en yaygin goriilen bakteriyel
zoonoz bir hastaliktir (CFSPH, 2018; Mazlan ve ark., 2021). Bruselloz hayvanlarda
abort, infertilite, siit veriminde azalmaya neden olurken, insanlarda gesitli organlara
yayitlimi sonucu istahsizlik, zayiflama ve ates gibi spesifik olmayan bulgularla
karakterizedir (Bayu, 2018; CFSPH, 2018). Brusella etkenleri, gram negatif, aerobik,

sporsuz, kokobasil goriiniimde, fakiiltatif intraselliiler patojenlerdir (Glowacka ve
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ark., 2018). Brusella etkenlerinin tercih ettigi primer konakgilari varsa da yakin
temas halinde diger hayvan tiirlerinide enfekte edebilir. Brucella cinsine ait B.
meltensis, B. abortus, B. suis, B. ovis, B. neotomae ve B. canis olmak iizere toplam
alt1 tir adlandirilmistir. Yakin dénemde ise Brucella cinsine ait deniz memelileri,
amfibiler ve baliklarda tespit edilen etkenlerle beraber tiir sayis1 14’e yiikselmistir
(Avina, 2021; CFSPH, 2018; OIE, 2022).

Brucella melitensis, koyun ve kegilerde primer olarak affinite gosterirken,
hayvan popiilasyonunun yogun oldugu yerlerde sigir ve develerde enfeksiyon
olusturabilmektedir. B. melitensis, insan hastaliklarinda en sik goriilen Brucella
tiriidiir ve tiim enfeksiyonlarin %70'inden sorumludur (CFSPH, 2018). Cogu insan
bu organizmay1 enfekte hayvanlarla veya onlarin dokulariyla dogrudan temas yoluyla
veya kontamine siit tirlinlerini tiikketerek almaktadir. B. abortus inek, B. suis domuz,
B. ovis koyun, B. canis kopek, B. neotomae kemirgen, B. microti tarla farelerinde, B.
papionis babunlarda, B. vulpis tilkilerde, B. ceti ve B. pinnipedialis deniz memelileri
ve foklarda, 121012304 susu vatozda, B. inopinata kurbagalarda tespit edilen BO2
ve B130095 olmak iizere farkli tiirlerde bildirmistir (CFSPH, 2018; Cakir ve
Yildirim, 2018; OIE, 2022; Suarez-Esquivel ve ark., 2020).

e B. neotomae 8 Brucella sp. BO1/BOT
‘ l Brucella sp §

i % g Strains B13-0095 T (Pac-Man frog),
- 09RB8910 T, 10RB9215 T (African bullfrog)

‘ B. pinnipedialis
‘ B. ceti §
v

* B. melitensis

y,

<
* B. suis - A
—

Strain BCCN84.3 ST

5
®B. canis § { h B. vulpis t

., B. microti

1 Proposed species and strains
§ Species reported in Costa Rica g < C‘ { B. papionis t
e "Core Brucella" species * B. ovis 17

—» High zoonotic risk

> Unknown zoonotic impact

> Not reported cases in humans
— No zoonotic risk

Strain 121012304 T

—

Strain 191011898 T

Sekil 2.1. Brucella tiirleri

(Suarez-Esquivel ve ark., 2020).
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2.1.2. Patogenez

Brusella etkenlerinin en 6nemli 6zelligi, hem fagositik (makrofaj, dentritik
hiicreler) hem de fagositik olmayan (trafoblast) hiicrelerde hayatta kalma ve ¢ogalma
yetenegidir  (Glowacka ve ark.,, 2018). Diger bakteriyel patojenlerle
karsilagtirildiginda bu etkenlerin, klasik viriilans faktorleri bulunmamaktadir.
Burusella etkenleri, replikasyonunda yer alan spesifik viriilans faktorlerine ve
konagin immun sistemini atlatmasini saglayan mekanizmalara sahiptir (Glowacka ve
ark., 2018; Seleem ve ark., 2008). Etkenler, makrofajlar, dendritik hiicreler, plasental
trofoblastlar, epiteloid hiicreler, fibroblastlar, migroglia ve endotel hiicreler i¢inde
cogalabilmektedir (de Figueiredo ve ark., 2015; Pal ve ark., 2020). Bakterinin hedef
hiicrelere ulagsmasi igin solunum sistemi, tirogenital sistem Yya da sindirim
sisteminindeki mukozal bariyeri gegmesi gerekmektedir. Etkenler submukozay1
enfekte ederek lenf diiglimlerine taginirlar ve lenfatik dolasimla sistemik enfeksiyona
neden olurlar. Sistemik enfeksiyon sonucu affinite duydugu uterus, plesantal
trafoblastlar, fetal akciger, retikuloendotelyal sistem, endotel hiicreleri, erkek genital
organlari, meme bezi gibi hedef hiicre veya dokulara yerleserek ¢ogalmaktadir (de
Figueiredo ve ark., 2015; Neta ve ark., 2010; Olsen ve ark., 2010). Hedef hiicrelerde;
endositoz, replikasyon, apoptoz ve etkenlerin salinip baska hiicrelere penetrasyonu
ile devam eden intraselliiler yasam dongiisii olusturmaktadir. Bu dongiiyli baglatmak
amaciyla etkenler mukozay: enfekte ederek lenfoid dokunun lenfoepitelyal hiicreleri
(M hiicreleri) tarafindan fagosite edilir. Brusella etkenleri hiicresel bagisikligi aktive
etmesine karsin hiicre i¢i yagsam dongiisiine de sahiptirler (Castrucci, 2007; Quinn ve
ark., 2011; Rossetti ve ark., 2022). Makrofajlar tarafindan fagosite edilen etkenler,
hiicre i¢i erken/ge¢ endozomlarda brusella i¢eren vakuollerde (BCV) lokalize olarak
kendine ait virulens faktorleri sayesinde, interselliller replikasyon ile yasam
dongiisiinii devam etmesini saglayan tip IV salgilama sistemi proteinlerini (T4SS)
kodlayan virB tarafindan fogozom-lizozom birlesmesi engellenir. Ge¢ endezomal-
lizozom birlesmesinin engellenmesi ile lizozomla iligkili zar proinleri (LAMP-1)
birikir ve ortam asitlesir. Etkenler yasam dongiisiinii devam ettirebilmek igin virulens
faktorlerinden biri olan {ireaz1 pargalayarak karbonik asit ve amonyuma doniistiiriip
pH artisin1 saglar bu sayede etkenler diisiik pH kosullarinda hayatta kalir (Glowacka
ve ark., 2018; Rossetti ve ark., 2022; Seleem ve ark., 2008). VirB, etkenin fogozom-

lizozom Dbirlesmesini engellenmesi sayesinde brusella igeren vakuollerde,
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endoplazmik retikulum ile birlesirek replikasyon saglanir. Bu yapiya replikatif
vakuol olarak adlandirilir. Bu endoplazmik retikulumla iliskili yapi, Brusella
etkenlerinin makrofajlarda, epitel hiicrelerde ve plasental trofoblastlarda hiicre igi

replikasyonuna olanak saglar (Glowacka ve ark., 2018; Rossetti ve ark., 2022).

Brusella etkenleri, maternal kilcal damarlar yoluyla plasentayr enfekte
ederek eritrofagositik trofoblastlar tarafindan fagosite edilir ve korioallantoik
trofoblastlara enfeksiyon yayilir. Karioallantoik trafoblastlarda hiicre igi yasam
dongiisii endopllazmik retikulum (ER) basamagma kadar makrofajlardakine
benzerdir. Brusella etkenlerinin hiicre i¢i varligi, ER homeostazini etkiler ve ER
stresi olusturur. Bu nedenle korioallantoik trofoblast apoptozuna yol acan kaspaz
yolu aktive olur ve nikleotid baglayicilar (NOD1 ve 2) ile NF-kb
aktivasyonu yoluyla proinflamatuar sitokinlerin tretimi tetiklenir (Rossetti ve ark.,
2022). Koyun, kegi, sigir ve domuzlarin plasentasinda sentezlenen polihidrik bir
alkol olan eritritolden dolayr gebeligin son trimester doneminde etkenler uterusa
affinite duyar. Bu maddeyi etkenler karbon ve enerji kaynagi olarak kullanir.
Brusella etkenleri uterus ve fetal plesantal dokular, eritrofagositik trofoblastik
hiicreler ve koriyonik villilere lokalize olur ve kotiledonlarin arasina yayilir. Eritritol
konsantrasyonu gebelik siirecinin devam etmesiyle kademeli olarak artar. Boylelikle
dogum yaklastikca etkenin miktarinda ve yanginin siddetinde artis meydana gelir.
Enfeksiyon siddetinin artmasina bagli plasentada nekrotik-inflamatuar yanut,
trofoblastik nekroz, vaskiilitis ve allantokorionda tilsere neden olur. Bu durum
kotiledonlarin yirtilmasi, maternal-fetal dolasimin bozulmasi, besinlerin ve oksijenin
anneden fetlise gecisinin zorlagsmasina veya tamamen engellenmesine, abort, erken
dogum gibi ¢esitli bulgulara neden olur. B. melitensis etkenleri enfeksiyondan 30-45
giin sonrasina kadar kanda bulunur. Etken yayillimi dogum veya aborttan 180 giin
sonraya kadar devam eder (Neta ve ark., 2010; Quinn ve ark., 2011; Rossetti ve ark.,
2022). Sonug olarak, Brusella etkenleri fagositik makrofajlarda hayatta kalmasi ve
cogalmast ile kronik enfeksiyonlara ya da fagositik olmayan hiicrelerde

karioallantolite neden olarak abortusa yol agmaktadir (He, 2012).



2.1.3. Brusella Melitensis

Koyun ve kegilerde Brusella enfeksiyonlarmma c¢ogunlukla B. melitensis
nadirende B. ovis, B. abortus veya B. suis neden olmaktadir (Castrucci, 2007; OIE,
2022). Koyunlarda B. melitensis’e duyarlilik, irklara ve cinsel olgunluga gore
degismektedir. Cinsel olarak olgunlasmis hayvanlar enfeksiyona karsi duyarhdir.
Koyunlar kegilere gore daha direnglidir. Malta koyunlar1 bu enfeksiyona
direngliyken, Orta Dogu’nun ivesi 1rk1 daha duyarlidir (Castrucci, 2007).

David Bruce, 1887'de brusellozun (Akdeniz, Malta veya dalgali ates olarak da
bilinir) etkeni Micrococcus melitensis’i simdiki adiyla Brucella melitensis’i izole
etmistir. Bruce, izole ettigi gram negatif kokobasileri kiigiik olduklar1 igin
Micrococcus adin1 vermistir. Hastaligin ilk kez Malta'da goriilmesi nedeniyle adanin
endemik arilarindan elde edilen bal markasindan esinlenerek tatli bal anlamina gelen
Yunanca ‘Melite’ kelimesinden tiiretilmistir (Tan ve Davis, 2011). Alice Evans,
1918’de Malta atesi olarak bilinen hastaliga ‘Bruselloz’ adin1 vermis, 1920'de Meyer
ve Shaw etkenlerin tiir adim “’Brucella’ olarak belirlemislerdir (Oncel, 2016).
Ulkemizde ise Aktan ve Kdyliioglu tarafindan 1944 yilinda ilk defa koyunlarda B.

melitensis Bandirma merinos ¢iftliginde serolajik olarak saptanmistir (Cevik, 2001).

B. melitensis etkenleri sicaklik, nem, giines 15181 ve bulundugu ortamin
organik yapisina bagh olarak degisen siirelerde canli kalabilmektedir. Bu siire abort
fetiiste, giibrede, su ve samanda birkac ay, tozda 3-44 giin, barinak zemininde 4 ay,
meralarda 15-35 giin, dondurulmus ette ise yillarca olabilmektedir. Etken,
pastorizasyon ve dezenfektanlar ile elimine edilebilmektedir (Castrucci, 2007;
CFSPH, 2018). En onemli bulasma, plasenta, fetal sivilar, dogumdan sonra atilan
vajinal akintilar ile oral, oronazal, konjuktival mukoza ve deri Yyoluyla
gergeklesmektedir. Koyunlarda vajinal akinti ile bulagma yaklasik 3 hafta ile 2 ay
arasinda degisirken, kecilerde 3 ay veya daha fazla siirmektedir (CFSPH, 2018;
Glowacka ve ark., 2018). Koglara, dogum sonrasi kizginlik doneminde ciftlesme ile
gecebilmekte, siit ve semen ile yayilabilmektedir. Koglarda ve tekelerde iireme
organlarina yerleserek siklikla orsit ve epididimitise neden olmaktadir. Brusella
etkenleri; lenf diigiimleri, dalak, testis, uterus, epididimis ve eklemlerden izole

edilebilmektedir. Teshis i¢in vajinal akintilardan swap, abort fetiislerden akciger,
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mide icerigi, dalak, fetal memran, siit ve eklem sivilar1 alinmalidir (CFSPH, 2018;

OIE, 2022; Roop ve ark., 2021).
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Sekil 2.2. B. melitensis bulasma ve sagilmasi
(Roop ve ark., 2021).

Bu enfeksiyonun temel 6zelligi, gebeligin son {igte birlik kisminda abortlarin
veya enfekte yasama giicii zayif yavrularin gozlenmesidir. Koyunlarda abort bir kez
gerceklesirken sonraki gebeliklerde abort gergeklesmez fakat etkenin genital sisteme
yerlesmesi nedeniyle her dogum sonrasi ¢evre kontaminasyonu devam eder (CFSPH,
2018). B. melitensis yavrulara konjenital olarak uterustan bulasabilir veya kolostrum,
stit ile bulasarak latent olarak seyreder. Bakteriyemi sonrast memede kolonize olan
etkenler mastitise neden olmakta bu duruma bagl olarak siit miktar1 azalmaktadir

(CFSPH, 2018; Roop ve ark., 2021).

Enfekte disilerin endometrium, koryon ve interkotiledon araliklarinda gri-sari
renkte, yapiskan ve kokusuz sivi bulunmaktadir. Fetal membran ve gobek
kordonunda kalinlagsma, kotiledonlarda nekroz ve plasentit tablosu gozlenir.
Mikroskobik incelemelerde, plasentanin stromasinda mononiikleer hiicre ve nétrofil
16kosit infiltrasyonu bildirilmektedir. Trofoblast hiicreleri siskin ve etkenle dolu
oldugu, endometriyumda yogun lenfosit, notrofil grantilosit ve eozinofillerinde eslik
ettigi bildirilmektedir. Aborte fetiis gogunlukla otolizdir. Subkutan 6dem ve viicut
bosluklarinda kanli sivi birikimi gozlenir. Normal fetiiste abomazum igerigi berrak-

saydam ve pihtili kivamda iken brusellozlu fetiisiin abomazum igerigi bulanik-limon



sar1s1 renktedir. Akcigerlerde parke tasi goriiniimiinde grimsi beyaz odaklar gozlenir.
Mikroskobik incelemede makrofaj ve nétrofil 16kositlerden olusan bronkopnémoni
gozlenir. Alveolar septumda o&dem ile interlobuler septumda kalinlagsma
sekillenebilir. Ayrica plorit, perikardit, peritonit ile lenf diigiimlerinde ve dalakta
lenfoid hiperplazi gozlenebilir (Mazlan ve ark., 2021; Neta ve ark, 2010; Schlafer ve
Foster, 2016).

2.2. Sitokinler ve intrauterin Enfeksiyonlardaki Rolii

Sitokinler, organizmada immun sistemin diizenlenmesi, edinsel bagisiklik,
hiicre farklilasmasi, hiicre 6liimii, homeostaz ve anjiyogenezin diizenlenmesinde,
lokal ve sistemik yangisal olaylarda rol alan, hiicreler arasinda etkilesim olusturan,
onarim siirecinde spesifik etkiye sahip, ¢esitli hiicreler tarafindan salgilanan 40 kDa
kiigtik protein veya glikoproteinlerdir (Chousterman ve ark, 2017; Oppenheim, 2001;
Zhang ve An, 2007). Sitokin genel anlamda kullanilan bir terimdir. Lenfositlerin
meydana getirdigi sitokinlere lenfokin, monositlerin meydana getirdigi sitokinlere ise
monokin, kemotaktik aktiviteleri olan sitokinlere kemokin ve bir 16kosit tarafindan
yapilan ve diger l0kositler {lizerinde etkili olan sitokinlere interlokin (IL) denir

(Zhang ve An, 2007).

Sitokinler; otokrin, parakrin ve endokrin etki gosterirler (Zhang ve An, 2007).
Bu etkileri gosterebilmeleri i¢in hiicre yiizeyinde bulunan kendilerine ait reseptorlere
baglanirlar. Sitokinler kendilerine ait reseptor tagiyan farkli hiicrelere baglanabilir ve
her birinde farkli etkiler olusturabilir ya da farkli sitokinler tek bir hiicrede kendine

ait reseptorlere baglanarak ayni etkiyi gosterebilir (Diker, 1998).

Sitokinler, proinflamatuar sitokinler ve antiinflamatuar sitokinler olarak ikiye
ayriir  (Zhang ve An, 2007). Proiflamatuar sitokinler yangiy1r arttirirken;
antiinflamatuar sitokinler yangiy1 azaltir (Dinarello, 2000). Proinflamatuar sitokinler;
IL-1, IL-8, IL-12, IL-18, TNF-a ve IFN-y, Antiinflamatuar sitokinler i¢inde IL-4, IL-
10, IL-11 ve IL-13 yer alir (Srinivasan ve ark., 2017).
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Proinflamatuar sitokinler, hiicresel bagisikligi tetikleyerek antiinflamatuar
sitokin sentezinin uyarilmasinda ve konak¢i yangisal yanitinin diizenlenmesinde
gorev alirlar (Srinivasan ve ark., 2017). IL-1, a ve [ olmak tizere iKi farkli proteinden
meydana gelmektedir. Ikinci kromozom iizerindeki iki ayr1 gen tarafindan
olusturulan IL-1a ve IL-1f’nin antijenik yapilar1 farkli olmasima ragmen biyolojik
etkileri aymidir (Srinivasan ve ark., 2017). IL-1 c¢esitli genlerin, proteinlerin
sentezlenmesinde, akut ve kronik yangilarda etkili olmasiyla sitokinler arasinda en
onemlisidir. IL-1, basta monosit, makrofaj, nétrofil, epitelyal ve endotelyal hiicreler,
fibroblast, B ve T lenfositler, diiz kas hiicreleri, mikroglia ve astrositler olmak tizere
¢ok sayida hiicre tarafindan sentezlenir (Srinivasan ve ark., 2017). IL-1, yangisal
olaylarda konak¢1r savunmasinda asir1 iiretimi sonucu hasara neden olur. Gram
negatif bakterilere ait LPS’ler, IL-1 sitokinlerin bilinen en iyi uyaricilaridir. LPS
uygulamasi sonrasi gobek kordonunda nétrofil infiltrasyonuna bagli IL-1 seviyesinde
artis gozlenir. Bu durum erken yangisal cevabin baglamasimi saglar (Murtaugh ve
ark, 1996; Srinivasan ve ark, 2017). ilk olarak IL-1a nétrofilleri aktive ederek akut
yangisal olaylar1 baslatir, IL-1p aktivasyonu ile makrofajlar aktive edilir. Akut
yangisal olgularda alarm gorevinde olan ilk IL-lo’nin gozlenmesi bu formun aktif
olarak bulunmasindan kaynaklanir. IL-1o’nin aksine, IL-1p aktif degildir, kaspazlar
tarafindan aktif hale getirilir (Rider ve ark., 2011; Srinivasan ve ark., 2017). Bu
sayede IL-1, nétrofil ve makrofajlarin yangisal alanlarda toplanmasini saglamaktadir

(Rider ve ark., 2011).

Antiinflamatuar bir sitokin olan 1L-10 ise, TNF-a, IL-1p, IL-10, IL-6, IFN-y
gibi proiflamatuar sitokinleri ve kemokinlerin sentezini engellemesi ile yangmin
seyrini degistiren immun baskilayici gii¢lii bir antiiflamatuar sitokindir (Srinivasan
ve ark., 2017). Antijen sunan hiicreler, makrofaj, dendritik hiicreler, epitel hiicreler,
B ve T hiicreleri tarafindan IL-10 sentezlenerek nitrik oksit, reaktif oksijen tiirleri
(ROS), hiicre adezyon molekiilleri (ICAM-1) iiretimini sinirlandirmaktadir. Bu
sayede yangisal yanitin asirt tepkisi Onlenmektedir (Srinivasan ve ark., 2017).
Proinflamatuar sitokinlerin (IL-1) aktivasyonu transkripsiyon faktorii olan NF-kB
yolu ile gergeklesir (Von der Thiisen ve ark., 2003). IL-10, spesifik bir reseptor
kompleksine baglanir ve NF-kB sinyal yolunu inhibe ederken JAK (Janus kinaz)-
STAT (Sinyal transkripsiyon) ve PI3K-Akt (Fosfoinositid-3 kinaz) sinyal yollarini
aktive eder. En iyi agiklanan IL-10 aracili sinyal yolu Jak/STAT yoludur. Jak/STAT
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yolu ile IL-10 diizenlemesinin negatif feedback mekanizmasini tetikleyen protein
SOCS3'iin (Sitokin sinyali-3) transkripsiyonunu engellemesi, proinflamatuar
sitokinlerin liretimini ve MHC II ekspresyonunu bloke ederek antijen sunumunu
onlenmesi ile antiinflamatuar etki gosterir (Cheng ve Sharma, 2015; Thaxton ve
Sharma, 2010; Von der Thiisen ve ark., 2003). IL-10 ekspresyonu gebelik yasi ile
birlikte artmaktadir. Erken dogumlarda kinazlarin diizenlenmesinde eksiklik sonucu
IL-10 reseptor eksprasyonunu engellenmesi, SOCS3 aktivasyonuna neden olarak
proinflamatuar sitokin sentezi artmaktadir. Gebelik anti ve proinflamatuar
sitokinlerin maternal-fetal membranlarda denge iginde oldugu fizyolojik bir siiregtir.
Gebelik yas1 ne kadar kiiciikse ve ne kadar erken dogum gergeklesirse 1L-10 o kadar

az sentezlenmektedir (Cheng ve Sharma, 2015; Hokenson ve ark., 2013).

2.3. Siirfaktan Proteinler

Akciger en genis epitel yiizeye sahip doku olup patojen mikroorganizmalara,
toksinlere, alerjen uyaranlara siklikla maruz kalmaktadir. Bu etkenlere karsi akciger
dokusu; yapisal hiicreleri (epitel hiicreler, fibroblastlar), hemapoetik kokenli hiicreler
(dentritik hiiceler, mast hiicreleri), makrofaj, notrofil lokositler, lenfositler ve
stirfaktan proteinler ile pulmoner bagisikligi saglamaktadir (Henning ve ark., 2008;
Suzuki ve ark., 2008).

Siirfaktan proteinler tip II alveol epitel hiicrelerince olusturulan alveollerin
ylizey gerilimini diigiirerek kollaps: engelleyen bir lipoprotein kompleksidir
(Guagliardo ve ark., 2018). Normal nefes almak igin hayati dneme sahiptir. SP-A,
SP-B, SP-C ve SP-D olmak {iizere dort adet siirfaktan protein vardir. Bunlar yapisal
ve islevsel olarak ikiye ayrilirlar. SP-B ve SP-C hidrofobik yapida olup alveol yiizey
gerilimini azaltmada 6nemli rol oynar (Guagliardo ve ark., 2018). SP-A ve SP-D,
biiylik hidrofilik yapida olup, C tipi lektindir bu sayede amniyotik sivida bulunan
patojenleri dogal bagisiklik ile engeller. Lektinlerin (Seker baglayici proteinler)
yapisinda bulunan kalsiyuma bagli karbonhidrat tanima alanlar1 (C tipi CRD’ler)
sayesinde patojenler ile etkilesim saglama ve patojenleri tanimada etkin rol alirlar.
Bu sayede lektinler patojenlerin uzaklastirilmasi ve yangisal olaylarda gorev yaparlar
(Kishore ve Reid, 2001; Miyamura ve ark., 1994). SP-A, akciger gelisimi, yapisi ve
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islevi igin gerekli bir molekiil olarak kabul edilmekte ve pulmoner sitokin aginda
onemli bir role sahip oldugu gozlenmektedir. SP-A’nin bakteri, mantar ve viriisler
gibi ¢esitli enfeksiyoz etkenlere karsi akcigerin savunmasinda koruyucu roli
bulunmaktadir. Bagisiklik mekanizmalarin1 baslatan 16kosit, makrofaj ve epitel
hiicreleri yiizeylerinde bulunan toll-like reseptorleri (TLR) ile etken taninir. Bu
sayede bagisiklik tepkilerini diizenleyici gérevleri olan SP-A salgilanir (Crouch ve
Wright, 2001; Henning ve ark., 2008). SP-A, alveolar makrofajlar1 aktive ederek
sitokin liretimini ve NF-kB aktivasyonunu arttirir. SP-A, akciger dokusunun hasari
nedeniyle plazma proteinlerinin olusturdugu yiizey aktif proteinlerin baskilayici
etkilerini  engellenmesinin  yanisira  etkenlerin ~ opsonizasyonu  saglayarak

fagositozunda gorev alir (Khubchandani ve Snyder, 2001; Shepherd ve Lopez, 2001).

Fetal akcigerin olgunlagsmasina bagli olarak SP-A salgilanmasiin artmasi,
fetal amniyotik sivida uyarilan makrofajlarin uterusa goé¢ etmesini, IL-1’in
sentezlenmesini, NF-kB’y1 aktive edilmesini, siklooksijenaz-2 (COX-2) yolagiyla
prostoglandin aktive ederek miyometrial kontrasyonu ile normal dogumu
baglatmaktadir (Condon ve ark., 2004; Myatt ve Sun, 2010).

Fetal akcigerlerde, pulmoner siirfaktan sentezi, dogumda solunuma gegisi
hazirlamak igin gebeligin son dénemlerinde énemli 6lgiide artar. Insanlarda gebeligin
ikinci lgte birinde, yaklasik gebeligin 28. haftasindan itibaren sentezlenmeye
baslanip, 34. haftada fonksiyonel diizeye ulasir. Hayvanlarda doguma ¢ok daha yakin
zamanda, koyunlarda yaklasik olarak 150 giin olan gebelik siiresinin 130. giiniinden
itibaren siirfaktan miktar1 artmaya baslar. Eger heniiz siirfaktan madde sekillenmeden
bu donemden Once erken dogum olusursa yeterince siirfaktan madde
tiretilemediginden RDS sekillenebilir (Cekinmez ve ark., 2013; Demirtas ve Pigkin,
2014). Sonug olarak, SP-A’nin normal dogumlarin baslamasinda etkisi oldugu gibi,

intrauterin enfeksiyonlarda da erken dogum ve abortu da tetikleyebilmektedir.

2.4. Intrauterin Enfeksiyonlarin Erken Dogum Uzerine Etkileri

Intrauterin enfeksiyonlarda, uterusta bakteriyal c¢ogalma ve plasentaya

notrofil gocii sebebiyle karyoamniyonit sekillenir (Goldenberg ve ark., 2000). Bu
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durum erken membran riipturu (PROM) ve erken dogumu baslatir (Cappelletti ve
ark., 2021; Tita ve Andrews, 2010). Ancak bazen intrauterin enfeksiyonlarda, immun
yanit diizeyi ile iligkili olarak bu eylemler ger¢eklesmeyebilir. (Cappelletti ve ark.,
2021). insan ve hayvanlar iizerinde yapilan ¢alismalar ile elde edilen verilere gore
koriyodesidual boslugu enfekte eden bakterilerin endo-ekzotoksinleri ve LPS yapisi
makrofajlar, dendritik, epitelyal ve trofoblast hiicre yiizeylerindeki Toll-like
reseptorler (TLR'ler) sayesinde taninmaktadir. Brusellozda korunma, hiicresel
bagisiklik ve Thl sitokinleri ile saglanir. TLR adaptif immun yanitin baglamasini
saglar (Goldenberg ve ark., 2000; Iwasaki ve Medzhitov, 2004; Olsen ve ark., 2010).
Brusella etkenlerinin taninmasinda rol alan reseptdrler TLR2-TLR4 ve TLR9’ dur
(Surendran ve ark., 2012). Etkenler TLR4 baglanip, T hiicreleri tarafindan IFN-y
tiretilmesi ile hiicre i¢i enfeksiyonu onlemek i¢in makrofajlar aktive edilir. IFN-y ile
makrofaj kaynakli olan IL-1, IL-6 ve TNF-a sitokinlerin iiretilmesi baslanir (Kubota,
2010; Olsen ve ark., 2010; Zhan ve Cheers, 1995). Bu reseptorler araciligi ile
transkripsiyon faktorii olan NF-kB tarafindan diizenlenen proinflamatuar sitokinlerin
(TNF-a, IL-1, IL-6, IL-8) salinmasi artar (Blackwell ve Christman, 1997; Palsson-
McDermoot ve O’neill, 2004). TLR-2 yolu ile de dentrtik hiicrelerden TNF-a, 1L-10,
IL-12 ve IL-6 saliimi uyarilir (Olsen ve ark., 2010). inflamatuar sitokinler
prostaglandinlerin {iretimini uyarir ve noétrofil kemotaksisini, infiltrasyonu ile
aktivasyonunu baglatarak proteazlarin sentezi ve salimimi ile sonuglanir.
Prostaglandinler uterus kasilmalarint uyarirken proteazlar koryoamniyotik
membranlarda yirtilmaya neden olur (Goldenberg ve ark., 2000). Amniyon hem tip 1
hem de tip 2 siklooksijenaz icermesine ragmen, amniyondaki prostaglandin sentezi
tamamen siklooksijenaz tip 2 enzimi (COX-2) araciligiyladir. IL-1p, amniyon ve
karion hiicrelerinden artan COX-2 aktivasyonu ile myometriyum tarafindan
prostoglandin iiretimini arttirir (Peltier, 2003; Rauk ve Chiao, 2000; Sadovsky ve
ark., 2000; Sawdy ve ark., 2000). COX-2 enzimi artis1 myometrial kasilmalara neden
olarak dogum gergeklesir (Mendelson, 2009). Enfeksiyonun preterm eylemi
tetiklemesindeki bir diger yol ise fetiisiin enfekte olmasi ile plasentada kortikotropin
salgilatict hormon (CRH) sekresyonu artisi ile gergeklesir. Kortizol sekresyonunun
artmast prostaglandin {iretimini arttirir. Ayrica fetiisiin enfekte olmasi ile artan
sitokin iretimi de erken dogumun olusumuna katkida bulunmaktadir (Mendelson,
2009; Peltier, 2003).
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IL-10 immunosiipresyon 6zellikte IL-1a ile IL-13’nin etkilerini bloke eden
antiiflamatuar bir sitokindir. Normal dogum ile erken dogumu tetikleyen ve
gergeklesmesini  saglayan yollar aynidir fakat aralarindaki fark inflamatuar
uyaranlarin erken ve dengesiz oranlarda iiretilmesidir. Bu nedenle erken dogumlarda
proinflamatuar sitokin olan IL-1, IL-6, IL-8, INF-y ve TNF-a seviyelerinde artis
gozlenirken antiiflamatuar mediatér olan IL-10 seviyesinde azalma gozlenmektedir

(Areia ve Mota-Pinto, 2022; Chousterman ve ark., 2017).

2.5. intrauterin Enfeksiyonlarin Fetiis Uzerinde Etkileri

Fetiisiin bakteriler, viriisler gibi mikroorganizmalarla intrauterin olarak
enfekte olmasiyla fetiiste yangi sekillenmekte, fetiis enfeksiyona karsi yetersiz
immun yanit sekillendirirse enfeksiyon, siddetli bir yanit olusturursa Fetal
inflamatuar yanit sendromu (FIRS) olusmaktadir. Enfeksiyona karsi olusan siddetli
yanitta sitokin miktarinin asir1 artis1 fetal 6liime veya cesitli organlarda hasara sebep
olmaktadir. Akciger ve beyin bu durumdan en ¢ok etkilenen iki organ olup olusan
hasara bagl olarak uzun donemde serebral palsi, bronkopulmoner displazi gibi

bulgular sekillenmektedir (Jung ve ark., 2020; Srinivasan ve ark., 2017).

Fetal inflamatuar yanit sendromu; maternal yangi ve karyoamniyonit ile
birlikte olusur. Fetal vaskulitis, gébek kordonundaki kanda proiflamatuar sitokinlerin
varligi ile karakterizedir. Bu sitokinler ¢ogunlukla fetal dokular tarafindan
olusturulmaktadir. Intrauterin enfeksiyonlar plesantayl, myometriumu, amniotik ve
korionik memranlari etkilemektedir. Fetal inflamatuar yanit edinseldir, bazen olusan
bu yanit siddetlenir. Bu nedenle fetal sitokin firtinasi baslamasiyla birden fazla
organda hasar ve dogum gergeklesmezse fetal 6lim sekillenir (Jung ve ark., 2020;
Kemp ve ark., 2011; Kemp ve ark., 2013). FIRS gelisen olgularda, gelismeyenlere
gore neonatal komplikasyonlar ¢cok daha fazladir. Merkezi sinir sisteminden, deriye
kadar pek ¢ok organda hasara sebep olmaktadir (Sekil 2.3.). Organlarda sekillenen
hasarlara gore de pnomoni, BPD, RDS, periventrikiiler 16komalasi, nekrotizan
enterokolit ve dermatit gibi gesitli bulgular sekillenmektedir (Kemp ve ark., 2013;

Srinivasan ve ark., 2017).
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FIRS ile ilgili olarak direk bakteri ya da LPS verilerek koyunlarda olusturulan
deneysel intrauterin enfeksiyonlarda; Kramer ve ark., (2010) fetal akciger, karaciger,
bagirsak ve timusun, Kemp ve ark., (2013) akciger, gastrointestinal sistem, deri,
dalak ve karacigerin, Mazlan ve ark., (2021), gesitli i¢ organlarin yanisira 6zellikle
beyin dokusunun etkilendigini bildirmislerdir. Rounioja ve ark., (2005), farelerde E.
coli endotoksini ile olusturulan deneysel intrauterin enfeksiyonda fetal
kardiyovaskiiler sistemin etkilendigini kaydetmislerdir. IL-1 verilerek olusturulan
intrauterin enfeksiyonlarda Romero ve ark., (2012) hemapoetik sistemin, Wolfs ve

ark., (2011) ise ileumun etkilendigini ve inflamatuar yanit olustugunu bildirmislerdir.

L l b
~ Enéo;m W )Q @ 71é' > J

‘e% @ aktiv asvonu j Timus ve
Hematolojik ~ Kalp-damar AkcigerBsbrek Dermatit Bagirsak bagsiklik
anomaliler bozukhklar hasari vetmezligi Néroinflamasvon hasann  sistemi

Sekil 2.3. FIRS un etkiledigi organlar

(Srinivasan ve ark., 2017).

2.5.1. Pulmoner Sistem Uzerine Etkileri

Intrauterin enfeksiyonlar sonucu olusan karyoamniyonit erken dogumu
tetikleyerek akciger gelisimi tamamlanamamasi, BPD olusumu ve akciger doku
hasar1 riskini arttirmaktadir (Jobe, 2005; Pan ve ark., 2018; Westover ve Moss,
2012). Karyoamniyonit, hem RSD riskinin azalmasi hem de BPD riskinin artmasini
takip eden mekanizmalar zincirini olusturmaktadir (Jobe ve Ikegami, 2001).

Intrauterin enfeksiyon, fetiiste sitokinlerin siirfaktan eksprasyonunun artigma etki
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ederek RDS riskinin azaltilmasinin yani sira dogumdan sonra devam eden akciger
hasar1 (alveolarizasyon ile vaskiiler gelisim bozuklugu) nedeniyle BPD riskini

artirmasidir (Hallman ve ark., 2001; Thomas ve Speer, 2011).

Gebeligin erken doneminde intrauterin enfeksiyonun sekillenmesi, erken
dogum, aborta ve alveoler tip II epitel hiicrelerinin olgunlagsmamasi sonucu yeterli
siirfaktan proteinin iiretilmemesine bagli RDS sekillenmesine neden olmaktadir.
Intrauterin enfeksiyon gebeligin sonuna dogru olusursa siirfaktan madde miktar:
artarak RDS riski azalir (Hallman ve ark., 2001; Hillman ve ark., 2008; Westover ve
Moss, 2012). Insanlara kiyasla, ¢iftlik hayvanlarinda surfaktan iiretimi doguma daha
yakin donemde gergeklesmesi, erken dogumlarda RDS riskini arttirmaktadir

(Demirtas ve Piskin, 2014; Hallman ve ark., 2001).

Farkl1 hayvan tiirlerinde intrauterin enfeksiyonlar, fetal akcigerlerde IL-1, IL-
6, IL-8 ve TNF-a gibi sitokin seviyelerinde artis meydana getirmektedir. Basta I1L-1
olmak {iizere sitokinlerin SP miktarlarinda artisa neden oldugu ozellikle SP-A
miktarinda daha ¢ok artis yasandigi rapor edilmektedir (Bry ve Lappalainen, 2001;
Bry ve ark., 1997; Kallapur ve ark., 2001; Willet ve ark., 2002). Koyun, tavsan ve
sicanlarda intrauterin endotoksin uygulamalari, alveolar septa olusumunun
kisitlanmast nedeniyle alveol gelisimini engellemektedir. IL-1 fetiislerde akciger
gelisimini hizlandirdigi, endotoksin uygulamalarinin IL-1 miktarinda artisa neden
olarak SP-A iiretimini arttirdigi bildirilmistir (Bry ve Lappalainen, 2001; Ueda ve
ark., 2006; Willet ve ark., 2002). Bu sayede erken dogumlarda, amniyonda bulunan
IL-1 fetal akciger dokusunun geligsimini hizlandirarak dogum sonrasi doneme hazirlar
(Bry ve ark., 1997). Akciger gelisiminin hizlanmasinda, endotoksin ile uyarilan
yangisal hiicrelerin aktivasyonu ve siirfaktan madde miktarindaki artis etkilidir

(Kallapur ve ark., 2005).

IL-10, proinflamatuar sitokinlerin olumsuz etkilerine kars1 koyabilen giiglii
antiinflamatuar sitokindir. Deneysel olarak farelerde Streptococcus pneumoniae ile
olusturulan akciger enfeksiyonunda, akciger doku hasarmi hafifletmek icin
nétrofiller tarafindan tretilen IL-10"un doku hasarin1 engelledigi ortaya konmustur
(Robertson ve ark., 2006). Notrofiller proinflamatuar diizenleyici hiicreler olarak

bagisiklikta gorev alirlar. IL-10, uterus ve plasentadaki proinflamatuar sitokinleri
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baskilayarak yangisal olaylari smirlar. Bu nedenle IL-10 emriyonik veya fetal
dokularda erken dogumlarda direncin gostergesidir (Gonzalez ve ark., 2021;

Robertson ve ark., 2006).

Immun sistem yangisal olaylarin kontroliinde gérev alan mekanizmadir. Asirt
inflamatuar yanit nedeniyle dokularda olusan hasarin onlenmesi konak ve patojen
arasinda ki dengenin saglanmasiyla miimkiindiir. Bu dengenin saglanmasinda
proinflamatuar ve antiinflamatuar sitokinler gérev alir (Cicchese ve ark., 2018).
Brusella etkenleri virulans faktorleri sayesinde hiicresel immunitenin siddetinden
kagarak sinirli yangisal yanit olusturur (Barquero-Calvo ve ark., 2007). Brusella
enfeksiyonlarma verilen hiicresel yanit da Thl yolagiyla iiretilen proinflamatuar
sitokinlere karsi, IL-10 saliniminin arttigi farelerde yapilan deneysel c¢aligmalarda
bildirilmistir (Murphy ve ark., 2001; Svetic ve ark., 1993). Brusellozis de erken IL-
10 {iretimi, (Fernandes ve Baldwin, 1995; Svetic ve ark., 1993) etkenin konakci
immiin yanitindan kurtulmayr ve daha fazla dokuya yayilmasim1 saglayarak
enfeksiyonun kronik seyretmesine neden olur (Fernandes ve Baldwin, 1995; Xavier
ve ark., 2013). IL-10, makrofajlarin aktivasyonunu bozarak antiiflamatuar etkisiyle
enfeksiyonun sistemik hala gelmesine neden olur. IL-10’un blokaji ile
makrofajlardan proinflamatuar sitokin salinimi artar, etkenin hiicre i¢i hayatta
kalmas1 azalir fakat doku hasari artmig olur (Xavier ve ark., 2013). Bu durum B.
abortus ile enfekte fareler ile yapilan deneylerle desteklenmistir (Corsetti ve ark.,
2013; Xavier ve ark., 2013).

18



3. GEREC VE YONTEM

3.1. Orneklerin Toplanmasi

Calismanin materyalini Balikesir Universitesi Veteriner Fakiiltesi Patoloji
Anabilim dalina nekropsi amaciyla getirilen koyun aborte fetiislerden bakteriyolojik
olarak B. melitensis izole ve identifiye edilen 30 adet koyun fetiisii olusturdu.
Fetiislerin akciger, karaciger, dalak, mide, bagirsak, beyin, lenf ve bobrek dokular
histopatolojik olarak, ayrica akciger dokulari IL-1, IL-10 ve SP-A antikorlariyla
boyanarak immunohistokimyasal yontemle incelendi. Kontrol amagli olarak
makroskobik ve mikroskobik incelemede B. melitensis negatif saglikli gériinimli 4

adet kontrol akcigeri kullanildu.

3.2. Patolojik Inceleme

3.2.1. Doku Kesitlerinin Hazirlanmasi

Patolojik inceleme amaciyla fetiislerden akciger, karaciger, dalak, mide,
bagirsak, beyin, lenf ve bobrek dokulari alinarak, %10°luk tamponlu formalin
soliisyonunda tespit edildi ve tespit olan dokular kiigiiltillerek kasetlere
yerlestirilmesinin ardindan ¢esme suyunda 8-10 saat yikandi. Otomatik doku takip
cihazinda alkol (%70, %80, %90, %100’lik) ve ksilol serilerinden gegirilerek
parafinde bloklandi. Her bloktan 4 pum kalinliginda alinan kesitler, histopatolojik
inceleme i¢in normal lama (1 adet), immunohistokimyasal incelemeler icin (4 adet)
poly-L-Lysinli lamlara alindi. Normal lamlara alinan doku kesitleri tizerindeki
parafini uzaklastirmak igin 60°C de 1 saat kadar bekletildi. Parafini uzaklastirilan
kesitler hemotoksilen-eozin ile boyandi ve lamella kapatilarak 1sik mikroskobunda

incelendi.
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3.2.2. immunohistokimyasal inceleme
Immunohistokimyasal boyama avidin-biotin peroksidaz kompleks (ABC)
yontemiyle yapildi (Suvarna ve ark., 2018). Primer antikor olarak (Tablo3.1)

Brucella melitensis, SP-A IL-1f, IL-10 kullanildx.

Tablo 3.1. immunohistokimyasal incelemede kullanilan primer antikorlarin

Ozellikleri

Antikorlar Kokeni Dilusyon Katalog No Kaynak

Brucella Monoclonal 1:100 Veteriner Kontrol ve

melitensis 16M Arastirma Enstitiisii,

Pendik, Istanbul

IL-1 Rabbit 1:100 K002216P Solarbio Life Sciences,
Polyclonal Beijing, China

IL-10 Rabbit 1:100 K009382P Solarbio Life Sciences,
Polyclonal Beijing, China

SP-A Rabbit 1:500 AB3424 Merck Millipore,
Polyclonal Darmstadt, Germany

Kesitler etiivde bir gece bekletilerek, ksilol ve alkol serilerinden gegirildi.
Fosfat buffer soliisyonunda (PBS, ph 7.2) 5 dakika siire ile yikand1. Dokuda endojen
peroksidaz aktivitesini bloklamak igin, % 3'liik H,0,’de (oda sicakliginda) 10 dakika
bekletildikten sonra kesitlerdeki antijenleri agiga ¢ikarmak amaciyla sitrat buffer (pH
6.0) soliisyonu icerisinde, 1200 W giiciinde mikrodalga firinda 7 dakika 1si1ya tabi
tutuldu. Mikrodalga firmindan ¢ikarildiktan sonra oda sicakliginda sogutuldu ve PBS
ile 5 dakika yikanip, nonspesifik boyanmayi 6nlemek i¢in non-immun kegi serumu
(blok solusyonu) ile nemlendirilmis kapta 30 dakika inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyon sonunda doku kesitleri iizerinde kalan blok soliisyonunun fazlas
dokiildiikten sonra yikama yapilmaksizin doku disina tasan soliisyon kurutma kagidi
ile kesitlerden uzaklastirildi. Bu islemlerden sonra, kesitlerin {izerine primer
antikorlar (Brucella melitensis, SP-A, IL-1, IL-10) damlatilip 1 saat oda sicakliginda
nemlendirilmis kapta inkiibe edildi. Bu siirenin sonunda kesitler PBS ile yikand1 (3
kez 5'er dakika ara ile). Kesitler 6nce polivalant sekonder antikor ile oda sicakliginda
30 dakika inkiibe edildi ve PBS ile yikandi (3 kez S'er dakika ara ile) sonra da
Streptavidin-peroksidaz (Peroxidase-Blockingreagent) ile 30 dakika inkiibe edildi,
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her islem sonunda 3 kez S'er dakika PBS ile yikandiktan sonra DAB (3,3-
Diaminobenzidine) kromojeni hazirlanarak, damlatildi ve 5-10 dakika kromojeni
almasina gore bekletildi. Zemin boyanmasi i¢in Mayer'in hematoksilende 4 dakika
bekletilip musluk suyunda kesitler yikandi. Dereceli alkollerden (%70, %80, %96,
%96 ve %100) gegirildikten sonra ¢ift ksilol soliisyonunu takiben lamlarin {izerine
entellan damlatilarak lamelle kapatildi. Pozitif kontrol olarak, Brucella melitensis
pozitif olan abort koyun fetiislerinden alinan kesitler kullanildi. Negatif kontrol
olarak, primer antikor yerine PBS damlatildi. Immunohistokimyasal boyama
sonucunda immun pozitiflik on farkli mikroskop alaninda x40’lik biyiitmede

asagidaki kritere gore semikantitatif olarak yapildi (Tablo 3.2).

Tablo 3.2. Immunohistokimya sonucu degerlendirme kriteri pozitiflik derecesi

DERECE KRITER

Negatif (-) Immun pozitiflik hi¢ gézlenmemesi

Hafif (+) 1-10 hiicrede immun pozitiflik

Orta (++) 11-20 hiicrede immun pozitiflik

Siddetli (+++) 20’den  fazla  hiicrede  immun
pozitiflik
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4 BULGULAR

4.1. Makroskobik Bulgular

B. melitensis pozitif atik fetiislarda subkutan &dem, karin ve gogiis
bosluklarinda kanli sivi gozlendi. Abomazumlarinda bol miktarda limon saris1 renkte
igerik bulunmaktaydi. Atik fetiislerin akcigerlerinde toplam 30 olgunun 12’sinde
bronkopnomoni ile ilgili olarak parke tasi goriiniimiinde grimsi-beyaz alanlar
gozlendi (Sekil 4.1. A/B).

X

Mi DUAL CAMERA

SHOT ON

Sekil 4.1. A/B. B. melitensis pozitif bronkopnomonili fetal akcigerler.
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4.2. Histopatolojik Bulgular

Brusella melitensis pozitif 30 fetiise ait dokularin histopatolojik
incelemesinde, 12 olguda akcigerlerde bronkopnomoni ve bronkointerstisyel
pnémoni gozlendi. Alveol, brons ve bronsiol limenlerinde makrofaj ve nétrofil
16kosit infiltrasyonlari, interalveoler septumda kalinlasma, kapiller damarlarda
hiperemi (Sekil 4.2, Sekil 4.3, Sekil 4.4, Sekil 4.7, Sekil 4.9 ) ve ploritis (Sekil 4.9)
tespit edildi. Yangisal hiicre infiltrasyonu ve 6deme bagl olarak interlobiiler alanda
genisleme gozlendi (Sekil 4.5, Sekil 4.7). Onsekiz olguda ise damarlar hiperemik
olup, interalveoler septumda kalinlasma, interlobiiler septumda 6dem ve az sayida
makrofajdan kaynaklanan genisleme gozlendi (Sekil 4.5, Sekil 4.7, Sekil 4.8). Bu
olgularin altisinda alveol lumeninde 6dem (Sekil 4.6, Sekil 4.9) ve kanama (Sekil
4.7) saptandi. Alveol, brons ve bronsiyol lumenlerinde yangisal eksudat
bulunmamaktaydi. Intrauterin enfekte tiim fetal akciger dokularinda saglikli fetal
akcigerlere gore alveol sayilarinin daha az, alveol duvarlarinin daha kalin oldugu

gozlendi.

Karacigerlerde, hepatosit kordonlarmin diizeninde bozulma, hepatositlerde
vakuoler dejenerasyon, sinuzoidlerde genisleme ve yer yer fokal nekroz alanlart
tespit edildi. Portal alanda, hafif-orta siddette mononiikleer hiicre infiltrasyonu
gozlendi. Fetiislere ait bobrek dokularinda, glamerular kapillar damarlarda hiperemi
ve Bowman Kkapsiilinde genisleme, tubullerde dejenerasyon, ¢ogunlukla
kortikomediiller ve medullar bolgede hiperemi ve kanama sekillenmisti. Dalakta
perisplenitis, vaskulitis ile birlikte dalak ve lenf yumrularinda lenfoid folikiillerinin
merkezinin bosaldig1 gozlendi. Dort adet fetiisiin mide dokusunda epitel hiicrelerinde
deskuamasyon ve nekroz ile limeninde nekrotik materyale rastlandi. Ug¢ olguda
bagirsak villus epitellerinde dejenerasyon, nekroz ve dokiilme gézlendi. Mide ve ince
bagirsaklarin lamina propriyalarinda az miktarda nétrofil 16kosit ve mononiikleer
hiicre infiltrasyonlar1 belirlendi. Fetiislerden alinan timus, kalp, beyin drneklerinde
belirgin histopatolojik bulgular gozlenmedi. Saglikli fotal akciger dokusunda

interalveoler septumlar ince, alveol, brons ve bronsiyol liimenleri bostu (Sekil 4.16).
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Sekil 4.2. Aborte fetiis akcigeri, bronsiol liimenlerinde (ok) ve alveollar boslukta
(y1ld1z) makrofaj ile nétrofil 16kositlerden zengin eksudat ile hiperemi
(ok bas1), HE.

UGV I SRS,

Sekil 4.3. Aborte fetiis akcigeri, bronsiol liimeninde (ok) ve alveol bosluklarinda

(y1ldiz) nétrofil 16kositler ile makrofajlardan zengin eksudat, hiperemi
(ok bas1) ve kanama, HE.

24



~
s A .
r . . .
=' ‘ﬁ..‘ \.ﬁc. ".

:. V o Bs 8 A “ '
: ¢ 'f.“ '330 e s!.“,g

T CHANTIN
o1t . 54 I 1A : ) o= R
!.' . ..Xa‘;;_y“ ' :;:,g:’yﬁ.eq
. . A 6. , o |
- V; . a? ’ ““A:. MO ::_)

Sekil 4.4. Aborte fetiis akcigeri, alveol bosluklarda (y1ldiz) ve bronsiol liimeninde

(ok) notrofil 16kositler ve makrofajlardan zengin eksudat, hiperemi (ok
basi), HE.
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Sekil 4.5. Aborte fetiis akcigerinde interlobular septumda genisleme (gift bash ok) ve

: ,:,.’“-a"f -
2. ".. ﬁ%*“

alveol bosluklarda (y1ldiz) yangisal hiicre eksudasyonu, HE.
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Sekil 4.6. Aborte fetiis akcigeri, interalveoler septumda kalinlagsma (0k basi) ve 6dem
(ok), hiperemi (y1ldiz), HE.
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Sekil 4.7. Aborte fetiis akcigeri, interlobuler septumlarda genisleme (cift baslh ok),
interalveoler kapillar damarlarda hiperemi (ok basi) ve kanama (yildiz),
HE.
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SEKIL 4.9. Aborte fetiis akcigeri ,alveol boslukta 6dem (0k), interalveollar

septumda kalinlagma (gift basl ok), hiperemi (ok bast), ploritis
(yildiz), HE.
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Sekil 4.10. Aborte fetiis karaciger, portal alanda mononiikleer hiicre infltrasyonu

(y1ldiz), remark kordon dizilisinde bozulma, sinuzoidlerde genisleme,

HE.

hepatositlerde dejenerasyon ve nekroz, HE.

Sekil 4.11. Aborte fetiis karaciger,
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(ok), HE.
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Sekil 4.15. Aborte fetiis lenfoid folikiillerde kortikal bolgede bosalma, makrofaj

infiltrasyonu, HE.
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Sekil 4.16. Saglikl: fetiis akciger alveoller gelisimi, HE.
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4.3. immunohistokimyasal Bulgular

Immunohistokimyasal incelemede B. melitensis ile dogal enfekte 30 fetal
akciger Ornegi incelenmis ve sonuglar Tablo 4.1. de verilmistir. B. melitensis
antijenleri calismayr olusturan 30 olgunun tamaminda pozitif olup g¢ogunlukla
bronsiol liimeni ve alveoler boslukta bulunan makrafajlarin (Sekil 4.17, Sekil 4.18,
Sekil 4.19, Sekil 4.20) ve bronsiyol epitel hiicrelerinin sitoplazmasinda lokalize

olmuslard.

SP-A, 3 olguda pomonili akcigerler (3/12), 2 olguda sadece septumlarin kalin
oldugu akcigerler (2/18) olmak tizere B. melitensis pozitif olan toplam 30 akcigerin
sadece 5’inde (5/30) immun pozitifti. SP-A immun pozitif boyanma, alveol liimeni
(Sekil 4.22, Sekil 4.23), alveoler tip II pnomosit ve alveollar makrofajlarda (Sekil
4.21, Sekil 4. 24) yerlesim gosterip, sinirlt ve az miktardaydi.

IL-1, B. melitensis pozitif olan toplam 30 akcigerin tamaminda (30/30)
immun pozitifti. IL-1, enfekte fetal akcigerlerin tamaminda genislemis interalveolar
septum ile interlobuler alandaki makrofajlar, damar endotel hiicreleri ile tip II
pnomositlerin  sitoplazmasinda  (Sekil 4.25, Sekil 4.31, Sekil 4.32) ve
bronkopnémonili akcigerlerde alveol, brons ve bronsiol limeninde (Sekil 4.26, Sekil
4, 27, Sekil 4.28, Sekil 4. 29, Sekil 4.30) bulunan hiicresel infiltrasyonlarda ve damar

endotel hiicrelerinde immun pozitifti.

Antiinflamatuar sitokin IL-10, interalveoler septumlarin kalin oldugu 3
olguda akcigerlerde az sayida intersitisyel ve alveoler makrofajda (Sekil 4.33, Sekil
4.34, Sekil 4.36) ve brons, bronsiyol epitel hiicrelerinde (Sekil 4.33, Sekil 4.34, Sekil
4.35) pozitif boyandi. Saglikli 4 adet kontrol grubu akcigerde ise SP-A, IL-1 ve IL-
10 immun pozitif boyanma ¢ok hafif ya da hi¢ gdzlenmedi.
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TABLO 4.1. immunohistokimyasal Bulgular

Vaka No B. melitensis IL-1 IL-10 SP-A
1 + N
2 + N
3 . " .
4 + + +
S ++ ++ + +
6 ++ ++ - +
7 + +
8 + +
9 +++ +++ +
10 ++ +
11 + +
12 +++ +++
13 ++ ++
14 + +
15 +++ +++ +
16 . ;
17 . ;
18 . ;
19 o+ .
20 o+ .
21 . +
22 . +
23 o+ .
24 . +
25 o+ . - .
26 -+ -+
27 + +
28 + +
29 + +
30 + +

Negatif (-), Hafif (+), Orta ( ++), Siddetli (+++)
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Sekil 4.17. Aborte fetiis akciger dokusunda, alveol ve bronsiol liimeninde
makrofajlarin sitoplazmasinda (ok) B. melitensis immun pozitif

boyanma, IHC.

makrofaj sitoplazmalarinda (ok) B. melitensis immun pozitif

boyanma, IHC.
34



Sekil 4.19. Aborte fetiis akciger dokusu, alveol bosluklarda hiicre kalintilar1 (ok basi)
ile makrofajlarda (oklar) B. melitensis immun pozitif boyanma, IHC.
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Sekil 4.20. Aborte fetiis akciger dokusu, alveoler makrofajlarda (ok) B. melitensis

immun pozitif boyanma, IHC.
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Sekil 4.21. Aborte fetiis akciger dokusu, alveolar tip Il epitel hiicrelerinde (0k) SP-A

immun pozitif boyanma, IHC.

Sekil 4.22. Aborte fetiis akciger dokusu, alveolde (ok) SP-A immun pozitif boyanma,
IHC.
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Sekll 4.23. Aborte fetiis akciger, alveol epitel hiicrelerinde (0k) SP-A immun p02|tlf

boyanma, IHC.

Sekil 4.24. Aborte fetiis akciger, alveollar makrofaj S|toplazmada (ok) SP-A immun
boyanma, IHC.
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Sekil 4.25. Aborte fetiis akciger, interlobiiler alanda ve alveollerde nétrofil 16kositler

ile makrofajlarda IL-1 immun pozitif boyanma, IHC.
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M

Sekil 4.26. Aborte fetiis akciger, alveol limenlerindeki makrofaj sitoplazmalarinda
(ok) IL-1 immun pozitif boyanma, IHC.
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Sekil 4.27. Bronkopndmoni sekillenmemis, sadece septumlarin kalinlagtig fetal
akcigerlerde, alveoler makrofajlarda (ok) IL-1 immun pozitif

boyanma, IHC.

Sekil 4. 28. Bronkopnémonili fetal akcigerlerde alveol makrofajlarda IL-1 immun

pozitif boyanma, IHC.
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Sekil 4.29. Aborte fetiis akc1ger, alveollar makrofajlarin sitoplazmalarinda (oK) IL-1
immun pozitif boyanma, IHC.
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Sekil 4.30. Aborte fetiis akciger, bronsiol epitel hiicrelerinde IL-1 immun pozitif
boyanma, IHC.
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Sekil 4.31. Aborte fetiis akciger, alveollar septumda interstisyel makrofajlarin
sitoplazmasinda (ok bas1) ve endotel hiicrelerinde (ok) IL-1 immun

pozitif boyanma, IHC.
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Sekil 4.32. Aborte fetiis akciger, interalveoler ve interlobuler septumlardaki makrofaj

(ok) ve damar endotel hiicrelerinin sitoplazmalarinda IL-1 immun pozitif

boyanma, IHC.
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Sekil 4.33. Aborte fetiis akciger, bronsiol epitel hiicrelerinde (0k) ve makrofaj
hiicrelerde (ok baslari) IL-10 immun pozitif boyanma, IHC.

i /A b L-Lr - / . ad - ! J‘
Sekil 4.34. Aborte fetiis akciger, makrofaj sitoplazmalar1 (0K) ile bronsiol epitel (ok
basi) hiicrelerinde immun pozitif IL-10 boyanma, IHC.
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Sekil 4.35. Aborte fetiis akciger, brons epitel hiicrelerinde (ok) IL-10 immun pozitif
boyanma, IHC.

Sekil 4.36. Fetal akciger, az sayida alveoller makrofaj sitoplazmalarinda IL-10
immun pozitif boyanma, IHC.



5. TARTISMA

Intrauterin enfeksiyonlara maruz kalarak erken dogumu gergeklesen fetiislerin
¢ogunda asir1 inflamatuar sitokin salgilanmasina bagli olarak basta BPD‘ye sebep
olan akciger hasari ile serebral palsi gibi norolojik bozukluklara yol agan beyin
hasar1 olmak tizere bir¢ok doku ve organda hasar sekillenebildigi bildirilmektedir
(Kim ve ark., 2015). Ancak bu yangisal siirecin mikroorganizmanin 6zelligine,
konakgiya, enfeksiyon sekillenme yolu ve zamanina bagli olarak degisebildigi de
kaydedilmektedir (Redline, 2004). BPD, akcigerin ozellikle alveolarizasyon
asamasindan Onceki kanalikiiller ve sakkiiler evrelerinde doganlarda, akciger
gelisiminin tamamlanamamasi sonucu SP'lerin eksikligi ve proinflamatuar
sitokinlerin siirekli artigina baglh olarak sekillenen, proinflamatuar ve antiinflamatuar
sitokinler arasindaki dengenin bozulmasiyla karakterize olan, olduk¢a yaygin goriilen
pulmoner bir komplikasyondur (Jung ve ark., 2020; Speer, 2006). Intrauterin
enfeksiyonlarda amniyon sivisinda artan IL-1 gibi proinflamatuar sitokinler ya da
deneysel olarak amniyon sivisina yapilan IL-1 enjeksiyonlari, erken dogum riskini
arttirmaktadir. Hayvan tiirline gore degismekle birlikte ozellikle doguma yakin
stiregte enfeksiyon sekillenirse 1L-1, stirfaktan protein sentezini arttirarak, prematiire
erken dogumlarda RDS riskini azaltabilmektedir (Jung ve ark., 2020; Thomas ve
Speer, 2011). intrauterin enfeksiyon sonucu olusan yangmin, fetal ve neonatal
stirecte basta beyin ve akciger olmak tizere diger bazi doku ve organlarin gelisiminde
etkisi oldugu bilinmesine karsin fetal ve neonatal akciger gelisimindeki kesin rolii
yeterince acgikliga kavusturulamamistir (Pan ve ark., 2018). Bu nedenle ¢alismada B.
melitensis ile dogal enfekte hayvanlarda olusan intrauterin enfeksiyonda sitokinlerin

muhtemel rolii ve akciger hasarina etkisinin arastirilmasi amaglanmistir.

Pomoni bulgusu bu ¢alismada oldugu gibi pek ¢ok calismada atik fetiiste en
cok gozlenen bulgulardandir (Simten ve ark., 2018; S6zmen ve ark., 2004; S6zmen
ve ark., 2010). B. melitensis ile yapilan daha onceki fetal ¢alismalarla (AL-tememy
ve ark., 2013; Bayu, 2018; Simten ve ark., 2018) uyumlu olarak, bu g¢aligmada

fetiislerin akciger dokularinda 12 olguda (%40’ da) hiperemi, alveol ve brons
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liimenlerinde yogun makrofaj ve nétrofil 16kositlerden zengin eksudat gozlendi.
Interlobiiler alan makrofajlarca zengin eksudat ile genislemisti. On sekiz olguda
(%60) ise damarlar degisen siddette hiperemik olup, interalveoler septum kalindi.
Saglikli fetal akcigerlerde alveol gelisimin son evresinde alveolar septada incelme ve
alveol ylizey alaninda artis gozlenirken, daha Once yapilan intrauterin deneysel
enfekte erken doganlarin fetal akcigerleri ile (Pan ve ark., 2018; Zhan ve ark., 2011)
uyumlu olarak pnémoni goriilen ve goriilmeyen B. melitensis ile enfekte tim fetal
akciger dokularinda saglikli fetal akcigerlere gore alveol sayilarinin daha az, alveol
duvarlarinin daha kalin oldugu goézlendi. Bu bulgular intrauterin enfeksiyondan
dolay1 fetal akcigerin gelisimini heniiz tamamlayamadigint ve BPD bulgularina
benzedigini gostermektedir. BPD, fetal ve postnatal donemlerde alveolizasyonun ve
mikrovaskiiler gelisimin bozulmasiyla karakterizedir (Thebaud ve ark., 2019).
Normal akciger gelisimi gosteren fetiislerde alveolar yiizey alaninin genisledigi ve
septumlariin inceldigi gozlenirken erken dogumlarda akciger yeterince gelisim
gosteremedigi icin septalarin kalin oldugu, alveol yilizey alaninin azaldig
goriilmektedir (Backstrom ve ark., 2011; Moss ve ark., 2002). BPD’nin tipik olarak
gebeligin 23-29.haftasindaki erken sakkiiler evrede doganlarda sik, gebeligin 30.
haftadan sonraki geg¢ sakkiiler ile alveolar evrede doganlarda ise nadir sekillendigi
bildirilmektedir (Thebaud ve ark., 2019).

Fetal akciger gelisim evreleri; emriyonik, pseudoglanduler, kanalikiiler,
sakkiiler ve alveolar evreden olusmaktadir. Insanlarda ve farkli hayvan tiirlerinde
fetal akcigerin emriyonik gelisim siireleri degislik gosterebilmektedir. Koyun ve
insanda akciger gelisimini son evresi olan alveolar gelisim gebeligin sonlarinda
biliylik 0Olclide tamamlanirken, kemirgenlerde alveolar gelisim dogum sonrasi
donemde baslamaktadir. Embriyonik evre insanda gebeligin 3-7. haftasini1 farede 9-
11.5 giinler, psddoglandiiler evre insanda 5-17. hafta ve farede 11.5 —16.5 giinler,
kanalikiiler evre insanda 16-26. haftay1 farede 16—18. giinleri, sakkiiler evre insanda
24-38. haftay1 farede 17.5 dogum giiniinii takiben 5. giline kadar olan giinleri ve
alveoler evre insanda yaklasik 36.hafta, farede dogumundan sonraki 5-28. giinleri
kapsamaktadir (Thebaud ve ark., 2019). Deneysel ¢alismalarda siklikla kullanilan
kemirgenlerin (fareler ve siganlar sirasiyla 18-21, 21-23 giinliikk gebelik stireleri
vardir) zamaninda dogan farelerin akcigerlerinin gelisimi 28. haftalik yasta dogan

insan fetal akcigerinkine benzerlik gostermektedir (Dong ve ark., 2022).
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Calismamizda histopatolojik bulgular daha once yapilan benzer ¢aligmalarla
uyumlu olarak (S6zmen ve ark., 2004; Xavier ve ark., 2009), karacigerde portal
alanda mononiikleer hiicre infiltrasyonu, hepatositlerde dejenerasyon, disasiyasyon,
siniizoidlerde dilatasyon ve dalakta perisplenitis, beyaz pulpada lenfoid azalma
seklindeydi. Mansour ve ark. (2022)’nin yaptigi ¢alisma ile benzer olarak kortikal
bolgedeki lenfoid folikiillerde bosalma ve sinuzoidal bosluklarda az sayida makrofaj
infiltrasyonlarina rastlandi. Daha once yapilan galismalarla (AL-tememy ve ark.,
2013; Sozmen ve ark., 2010) benzer olarak, bobrekte tubul epitellerinde hidropik
dejenerasyon ve nekroz, glomerular kapillar damarlarda hiperemi ile Bowman

kapsiiliinde genisleme gézlendi.

Etkenin kesin teshisi serolojik, kiiltiir, PCR, ELIZA ve immunohistokimyasal
yontemlerle yapilmaktadir. Immiinohistokimya, formalinle fikse edilmis, parafine
gomiilii dokularda brusella antijenlerinin tespiti i¢in geriye doniik g¢aligmanin
yapilmasina da izin veren en iyi yontemlerden birisidir. Bu ¢alismada bakteriyolojik
olarak B. melitensis izole ve identifiye edilen 30 vakanin tamaminda B. melitensis
antijenleri immunohistokimyasal yontem ile de pozitif bulundu. Antijenler daha
onceki galismalar (Emikpe ve ark., 2013; ilhan ve Yener, 2008; Nurul-Izzati ve ark.,

2018) ile uyumlu olarak akcigerlerdeki makrofajlarin sitoplazmasinda tespit edildi.

Brusella etkenleri, insanlarda erken dogum, RDS ve BPD gelisiminde rol
alabilecegi bildirilmektedir (Aydin ve ark., 2013; Ceylan ve ark., 2012; Dogan ve
ark., 2010; Koklu ve ark., 2006). B. melitensis ile enfekte 24 haftalik gebe bir
kadinda, karyoamniyonit ile funisitis sonucu erken dogum sekillendigi, B. melitensis
pozitif bebekte RDS ve dogumu takiben 14.giinde ise BPD sekillendigi bildirilmistir
(Chheda ve ark., 1997).

Gebeligin inflamatuar komplikasyonu olan karyoamniyonitin fetal akciger
dokusunda 16kosit infiltrasyonuna, inflamatuar sitokin artisina, siirfaktan iiretimi ile
alveolarizasyonda azalmaya neden olabilecegi bildirilmistir (Jackson ve ark., 2020).
Normal sartlarda gebeligin son ii¢ aylik siirecinde (28-40. haftalar) alveol sayisi ile
yiizey alanini arttiran ve hava yolu bosluklarini olusturan septasyon olusumu

baglamaktadir. Sakkiiler evrede hava yollarinda bulunan perifer hiicreleri
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farklilagarak salgi hiicreleri olan kiibik yapidaki pre-alveolar tip I ve II hiicrelerine
dontigmektedir. Sakkiiler-alveolar geciste hava degisim bdlgeleri gelistikge alveol
ylizeyi, artan tip I hiicreleri tarafindan kaplanir ve tip II hiicreleri ile yiizey aktif
proteinlerine farklilagir (Thebaud ve ark., 2019). Siirfaktan sentezi alveolar
hiicrelerden (Tip II pndmositler, makrofaj ve clara hiicrelerinden) sitoplazmik
reseptorler aracilign ile gergeklestirilir. Yangisal olaylarda gorev alan SP-A, alveollar
makrofajlara baglanarak makrofajlarin fagositoz yetenegini arttiran yiizey aktif bir
maddedir. Fetal akcigerlerde akciger gelisiminin ve BPD’nin degerlendirilmesinde
onemli bir belirtectir (Christmann ve ark., 2009; Fanni ve ark., 2014). Erken
dogumlarda premature hayvan ve insanlarda, tip 1l alveol epitel hiicrelerine
farklilasmanin tam gerceklesememesi nedeniyle pulmoner siirfaktan eksikligi
RDS’ye neden olur (Christmann ve ark., 2009; Thebaud ve ark., 2019). Amniyotik
stvidan siirfaktan analizi, beseri hekimlikte insan fetiisiinde fetal akciger gelisiminin
degerlendirilmesi igin yapilmakta ve buna bagli olarak disardan siirfaktan verilerek
tedavisi gerceklesmektedir. Veteriner hekimlikte bu uygulamalar oldukg¢a smirlidir

(Christmann ve ark., 2009).

Pan ve ark. (2018)’nin endoservikal yolla E.coli uygulanan gebe ratlar ile
yaptiklar1 deneysel ¢alismada gebeligin 17,19, 21 ve postnatal 1,3,4, 7. giinlerde IL-
1B, IL-6, TNF-a, VEGF, SP-A, SP-B, SP-C ve kollajen seviyeleri incelenmis,
intrauterin enfeksiyon grubu, kontrol grubu ile karsilastirildiginda fetal ve neonatal
ratlarin akciger dokularinda TNF-o, IL-1pB, IL-6, kollajen | ekspresyonunun 6nemli
Olglide arttigi, VEGF, SP-A, SP-B ve SP-C ekspresyonunun ise onemli Olgiide
azaldigi, bu bulgulara ek olarak fetal ve neonatal ratlarin intrauterin enfeksiyon
grubunda alveol septumlarda kalinlagsma ile birlikte alveolarizasyonda azalma
sekillendigi bildirilmistir. Gebelik siiresi 185 giin olan babunlarda, premature
dogumlarin akciger hasari iizerine etkilerinin arastirildigi deneysel bir ¢alismada
gebeligin 125-140. giinlerinde aborte fetiislerde ELIZA ydntemiyle SP-A diizeyinin
belirlenemedigi, gebelik yas1 175. giine gelindiginde ise SP-A seviyesinin arttigi
bildirilmistir. Oksijen ventilasyon tedavisi uygulanan Babunlarda, SP-A seviyesinin
arttig1 fakat ventilizasyon tedavisinin 10. giiniinden sonra akcigerlerde meydana
gelen doku hasarina bagli olarak SP-A sentezinde diigme sonucu bakteri ve viruslarin
opsanizasyonunu saglayan kollektinlerde azalma kaydedilmistir. Uzun siire

ventilasyon tedavisi uygulanan prematurelerde BPD meydana gelebilecegi One
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stirilmektedir (Awasthi ve ark., 1999). Gebeligin 110-115. giinlerinde fetal beyin
hasar1 olusturmak amaciyla koloni stimulan faktor (G-CSF) ile intraamniyotik E.coli
endotoksini verilen gebe kegilerin fetiislerinde beyin, akciger ve gobek kordonu
ornekleri incelenmis, akciger dokusunda endotoksine maruz kalan fetiislarda alveoler
makrofaj ile nétrofil infiltrasyonlarin eslik ettigi interalveolar septumda artis ve
O6dem bildirilmistir. Fetal beyin dokusunda ise hafif hiperemi ile gliozis disinda
herhangi bir bulgu gézlenmedigi, fetal membranlarda yaygin inflamatuar hiicreler,
deskuamasyon ile kanama, gébek kordonunda vaskulitis ve funisitis kaydedilmistir.
Immunhistokimyasal incelemede fetal akciger dokusunun alveoler epitel
hiicrelerinde SP-A ve SP-B ekspresyonunda azalma ile alveolar makrofajlarda IL-1
eksprasyonunda artis bildirilmistir (Sezik ve ark., 2019). Hayvan tiirlerinde farkli
gebelik donemlerinde yapilan tiim bu deneysel caligsmalarin sonucunda gebelik
yasinin ve akciger embriyonel gelisim evresinin intrauterin enfeksiyonlardan gok
etkilendigi, SP-A’nin gebeligin ge¢ donemlerinde sentezlendigi goriilmektedir. Erken
akciger gelisim evrelerinde meydana gelen preterm dogum veya abort olgularinda
yeterli SP-A’nin sentezlenmemesine bagli olarak RDS’na yatkinlik ile dogum sonrasi
donemde BPD’ye neden olabilecegi 6ne siiriilmektedir. Hayvanlar iizerinde yapilan
deneysel calismalar fetal yasin ve IL-1’in pulmoner siirfaktanlarin sentezini
etkileyebilecegini gostermektedir. Calismamizin mataryelini olusturan 30 adet B.
melitensis pozitif fetal akciger 6rneginin sadece 5’in de SP-A immun pozitif
boyanma tespit edildi. Mevcut ¢alismada kullanilan aborte fetiisler gebeligin farkli
donemlerinden olugmaktaydi. Ayrica SP-A ekspresyonu yoniinden immun boyanma
gergeklesmeyen bu fetiislerde akciger gelisimlerinin tamamlanmadigi dikkat gekti.
Calismamizda akcigerlerin immunohistokimyasal yontem ile SP-A antikoruyla
boyanmamasiin nedeni SP-A sentezinden baslica sorumlu olan tip Il ve clara

hiicrelerinin yeterli diferensiyasyona ugramadigini diisiinmekteyiz.

Intrauterin enfeksiyonlar sonucu erken dogan fetal akcigerlerde molekiiler ve
immunohistokimyasal tekniklerle IL-1 gibi proinflamatuar sitokinler tespit edilirken
ayni orneklerde IL-10 ekspresyonu az ya da hig¢ tespit edilememektedir. Oysa yeni
doganlarda IL-10 kolaylikla tespit edilmektedir. IL-1’in aksine erken doganlarin fetal
akcigerlerinde 1L-10 ekspresyonu ile ilgili bilgiler olduk¢a sinirli bazende
degiskendir (Blahnik ve ark 2001; Jones ve ark., 1996; McColm ve ark., 2000).

Intratrakeal yolla B. abortus ile enfekte edilmis farelerle yapilan calismada akciger
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ve bronkoalveoler lavaj sivisinda (BALF) IL-1 seviyelerinin arttig1 bildirilmektedir
(Hielpos ve ark., 2018). Arastirmalara gére RDS ve BPD’li bebeklerden alinan
bronkoalveoler lavaj sivilarinda nétrofil, makrofaj ve epitel hiicreleri tarafindan IL-
lo, IL-1PB, IL-6 ve IL-8 eksprese edildigi kaydedilmektedir (Jones ve ark., 1996;
Kotecha ve ark., 1996; LoMonaco ve ark., 1996). Intrauterin enfeksiyonu olan ya da
deneysel calismalarda LPS wverilen gruplarda, akcigerlerde IL-1, TNF-a gibi
proinflamatuar sitokinlerin erken dogan ile zamaninda dogan bireyler arasinda biiyiik
farkliliklar gostermedigi, oysa IL-10‘un erken doganlarin akcigerlerinde zamaninda
dogan ve gelisimini tamamlayanlara gore ¢ok az yada hi¢ bulunmadigi bildirilmistir
(Blahnik ve ark 2001; Garingo ve ark., 2007; McColm ve ark., 2000). Erken dogan
fetal akcigerlerde IL-10’un az olmasi ya da bulunmamasi BPD i¢in risk olarak
bildirilmektedir. Insanlarda gebeligin 23-34.haftasindan énce erken doganlarda IL-10
cogunlukla eksprese edilememektedir. Erken dogan fetiislerin akcigerlerinde, normal
stiresinde doganlarin dogum an1 veya dogum sonrasi dénemleriyle kiyaslandiginda
IL-10 ekspresyonu daha az yada hi¢ sekillenmemektedir. IL-10 sentezinde ki eksiklik
nedeni erken dogumlarda IL-10 eksprasyonunda gorev alan reseptorlerin
yetersizligidir. Bu durum gebelik yas1 ne kadar kii¢iikse IL-10 sentezinin o kadar az,
BPD riskinin o kadar fazla oldugunun gostergesidir (Garingo ve ark., 2007,
Hokenson ve ark., 2013). Kasapoglu (2015), calismasinda umbilikal kordon ve
dogumu takiben 24 saat iginde TAS (Trakeal aspirasyon sivisi) alinan orneklerde
proinflamatuar sitokin IL-1p3, IL-6 ve TNF-a seviyeleri BPD’li grup da BPD
olmayan gruba gore yiiksek oldugu ve tam tersi olarak IL-10 daha diisiik oldugunu
rapor etmistir. Bagka bir ¢alismada, RDS sekillenen erken dogumlarda IL-10 mRNA
tespit edilemedigini, bu bebeklerde inflamasyonun IL-10 yoluyla diizenlenmemesi
nedeniyle kronik akciger hastalig: riskinin arttig1 bildirilmistir (Jones ve ark., 1996).
Baz1 arastiricilar erken dogan bebeklerin akcigerinde yangisal hiicrelerde IL-1B ve
IL-8 sentez eksikligi bulundugunda IL-10 seviyesinde artis meydana geldigini
bildirmektedirler (Kwong ve ark., 1998). Bu goriislerin aksine intrauterin enfeksiyon
modelinde enfekte fetal akcigerlerde emriyonik gelisimini tamamlamig kontrol
grubuyla kiyaslandiginda IL-10 seviyesinin yiiksek oldugunu bildiren ¢alismalarda
bulunmaktadir (Beresford ve Shaw, 2002; Sezik ve ark., 2019). Bu calismadada
onceki caligmalarla uyumlu olarak B. melitensis ile enfekte tiim fetal akcigerlerde
makrofajlarda IL-1f immun pozitif boyanmaya karsin IL-10 ekspresyonu sinirl

gozlenmistir. Sadece 3 olguda IL-10 az sayida interstisyel ve alveoler makrofajlar ile
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brons, bronsiyol epitel hiicrelerinde pozitif boyanma gosterirken, diger olgularda
immun boyanma gozlenmedi. Calismamizda elde edilen bu sonuglarda, IL-10’un
gebelik yastyla dogru orantili oldugu ve saglikli akciger dokusunda rol aldigini

ortaya koymaktadir.
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6. SONUC VE ONERILER

Intrauterin  enfeksiyonlarda erken dogumlarin en onemli sebebi
karyoamniyonitdir. Etkenlerin fetiise ulasmasiyla sitokin seviyesinde artis ve
sistemik fetal inflamatuar yanit olusmaktadir. Brucella cinsi bakterilerin hayvanlarda
plasentanin  koryoamniyonik membrana yerleserek abortlara neden oldugu
bilinmektedir. intrauterin enfeksiyonlarda siirfaktan protein ve sitokinlerin roliiniin
arastirlldigr deneysel calismalarda siklikla fare, rat ve kobaylar kullanilmaktadir.
Ancak bu deney hayvanlarinda fetal akciger gelisim evreleri ve gebelik siireleri,
insan, koyun gibi memelilerden farkli olmasidan dolay1 konuyla ilgili elde edilen
verilerde tutarsizliga yol agabilecegi ileri siiriilmektedir. B. melitensis ile enfekte
koyun fetiisleri ile yaptigimiz bu g¢alismada kontrol grubunu olusturan saglikli
akciger dokularinda alveollerin gelismesini tamamlayarak yilizey alanlarmin arttigi
gozlenirken, enfekte fetal akcigerlerin embriyonik gelisimini tamamlayamadigi
dikkati cekti. Bu calismada elde edilen veriler B. melitensis etkeninin alveoller
evreden Onceki kanalikiiler ve sakkiiler evrede hasara neden oldugunu desteklerken,
ayrica erken dogumlarda fetal gelisim yasinin Onemini ortaya koymaktadir. B.
melitensis immun pozitif vakalarda makrofaj ve bronsiol epitel hiicrelerinin
sitoplazmalar1 ile damar endotel hiicrelerinde proinflamatuar sitokin IL-1 yogun
immun pozitif boyanirken, antiinflamatuar sitokin olan IL-10 immun pozitifligi
diigiiktii ya da hi¢ gozlenmedi. Fetal akciger hasariin proinflamatuar sitokin seviyesi
artist ve immunosiipresyon olan IL-10’un makrofajlardan yetersiz iiretilmesi
nedeniyle gergeklestigi tespit edildi. Intrauterin enfeksiyonun fetal akciger
gelisiminin tamamlanmadigi erken evrelerde sekillenmesi fetiislerde akcigerin
gelisimini tamamlayamayarak RDS ve BPD gibi sendromlarin olusma riskini

arttirdig: diistintilmektedir.
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