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ve goriislerini esirgemeyen danisman hocam sayin Dr. Ogr. Uyesi Volkan IPEK e,

Arastirmamin her asamasinda yardimlarini esirgemeyen ve tecriibelerini
paylasarak yon veren Patoloji Ana Bilim Dali’'ndaki Hocalarim ve degerli
Arkadaslarima, egitim hayatim boyunca tiim kararlarimda her zaman arkamda olan ve
desteklerini eksik etmeyen Aileme, degerli arkadasim Veteriner Hekim Onur
SAVAS’a, her zaman arkamda duran, kararlarima saygi duyan ve daima destekleyen
hayat arkadasim Merve COKEN’e tesekkiirlerimi sunarim.

Veteriner Hekim
Siileyman SENER



ICINDEKILER

IC KAPAK
KABUL ONAY
TESEKKUR
BEYAN
ICINDEKILER
SEKILLER
TABLOLAR
SIMGELER VE KISALTMALAR
OZET
ABSTRACT
1. GIRIS
2. GENEL BILGILER
2.1. Listeria’nin Morfolojisi ve Biiyiime Ozellikleri
2.2. Epidemiyoloji
2.3. Listeria’min Patogenezi
2.4. Klinik Bulgular
2.4.1. Septisemik Form
2.4.2. Ensefalitik Form
2.4.3. Abortif Form
2.5. Nekropsi Bulgular
2.6. Mikroskobik Bulgular
2.7. Mast Hiicreleri ve Listeriozis’te Rolleri

w

. GEREC ve YONTEM

4. BULGULAR

4.1 Histopatolojik Bulgular

4.2 Histokimyasal ve Immunohistokimyasal Bulgular

5. TARTISMA

6. SONUC ve ONERILER
KAYNAKLAR
OZGECMIS

ol



Sayfa
Sekil 4.1.

Sekil 4.2.
Sekil 4.3.

Sekil 4.4.
Sekil 4.5.

Sekil 4.6.
Sekil 4.7.

Sekil 4.8.

Sekil 4.9.

Sekil 4.10.

Sekil 4.11.

Sekil 4.12.
Sekil 4.13.

Sekil 4.14.

Sekil 4.15.
Sekil 4.16.
Sekil 4.17.
Sekil 4.18.
Sekil 4.19.
Sekil 4.20.

Sekil 4.21.

SEKILLER

Cok sayida ve beyin parankiminin biiyiik boliimiinii kapsayan
mikroapse olusumlari. H&E. Bar: 100 pm.

Birden fazla odakta gozlenen ve yer yer birlesme egiliminde
mikroapse olusumlari. H&E. Bar: 100 um.

Birka¢ odakta gézlenen mikroapse olusumlari ve néropile dagilmis
durumda yangisal hiicre infiltrasyonlar1. H&E. Bar: 100 pm.

Tek bir odakta gozlenen mikroapse olusumu. H&E. Bar: 100 um.

Siddetli perivaskiiler hiicre infiltrasyonlari. H&E. Bar: 100 pm.

Orta siddette perivaskiiler hiicre infiltrasyonu. H&E. Bar: 100 um.
Hafif siddette perivaskiiler hiicre infiltrayonu. H&E. Bar: 50 um.

Cok hafif siddette perivaskiiler hiicre infiltrasyonu. H&E. Bar: 100
pm.

Pozitif kontrol. Kopek mast hiicre tiimoriinde ¢ok sayida mast
hiicresi. Toluidine Blue. Bar: 20 pm.

Pozitif kontrol. Képek dermal mast hiicre tlimdriinde ¢ok sayida
triptaz pozitif mast hiicreleri. Avidin-biotin kompleks metot. DAB
kromojen. Bar: 50 um.

Siddetli enfekte beyin dokusunda perivaskiiler hiicre infiltrasyonlari
arasinda gozlenen ¢ok sayida mast hiicresi. Toluidine blue. Bar: 20
pm.

Orta derecede enfekte beyin dokusunda perivaskiiler yerlesimli mast
hiicreleri. Toluidine Blue. Bar: 20 pm.

Hafif siddette enfekte beyin dokusunda perivaskiiler yerlesimli mast
hiicresi. Toluidine Blue. Bar: 20 pm.

Siddetli enfekte beyin dokusunda ¢ok sayida Triptaz pozitif mast
hiicreleri. Avidin-biotin kompleks metot. DAB kromojen. Bar: 20
pm.

Orta siddette enfekte beyin dokusunda triptaz pozitif mast hiicreleri.
Avidin-biotin kompleks metot. DAB kromojen. Bar: 20 um.

Hafif siddette enfekte beyin dokusunda triptaz pozitif mast hiicresi.
Avidin-biotin kompleks metot. DAB kromojen. Bar: 20 um.
Normal beyin dokusunda perivaskiiler yerlesimli mast hiicresi.
Toluidine Blue. Bar: 20 um.

Normal beyin dokusunda triptaz pozitif mast hiicresi. Avidin-biotin
kompleks metot. DAB kromojen. Bar: 20 pm.

Yogun anti-Listeria antijen pozitifligi. Avidin-biotin kompleks
metot. DAB kromojen. Bar: 100 um.

Yogun anti-Listeria antijen pozitifligi. Avidin-biotin kompleks metot.
DAB kromojen. Bar: 20 um

Orta siddette anti-Listeria antijen pozitifligi. Avidin-biotin
kompleks metot. DAB kromojen. Bar: 50 pm.
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Orta siddette anti-Listeria antijen pozitifligi. Avidin-biotin
kompleks metot. DAB kromojen. Bar: 20 pm.

Hafif dereceli anti-Listeria antijen pozitifligi. Avidin-biotin
kompleks metot. DAB kromojen. Bar: 20 um.

Cok hafif dereceli anti-Listeria antijen pozitifligi. Avidin-biotin
kompleks metot. DAB kromojen. Bar: 20 um.
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OZET

Listeriozis ile Dogal Enfekte Koyun Beyinlerinde Mast Hiicrelerinin Arastirilmasi

Listeria monocytogenes, Listeriozis’e sebep olan ciddi ve hayati tehdit edici zoonotik
bir hastaliktir. Listeriozis ruminantlarda abortus, meningoensefalitis ve yeni
doganlarda septisemi ile seyreder. Beyinde bulunan mast hiicrelerinin enfeksiyonla
karsilagtiktan sonra akut donemde yangisal hiicre infiltrasyonlarinin artisiyla iligkili
oldugu ve mast hiicrelerinden salinan mast hiicresi hiicre dis1 tuzaklarinin direk etken
yikimiyla iligkili oldugu bildirilmektedir. Bu ¢alismada ise Listeriozis ile enfekte
koyun beyinlerinde sekillenen histopatolojik lezyonlar ile mast hiicreleri arasindaki
iligkisinin arastirtlmasi amag¢lanmisgtir. Calismada 17 adet enfekte koyun ve 8 adet
normal koyun beyninden alinan pons-medulla oblongata bdlgeleri incelenmistir.
Histopatolojik olarak mikroapse ve perivaskiiler infiltrasyonlar, immunohistokimyasal
olarak ise Listeria monocytogenes pozitiflikleri ile mast hiicrelerine yonelik triptaz
boyamalar1 yapilmistir. Calisma sonucunda enfekte koyun beyinlerinde mast
hiicrelerinde belirgin bir artig gozlenmistir. Mast hiicre artiginin beyin lezyonlartyla da
dogrudan iliskili oldugu goriilmiistiir. Ozellikle de mast hiicreleri ve mikroapse
gelisimi arasinda yiiksek bir korelasyon tespit edilmistir. Yine bakteri yogunlugunun
beyin lezyonlari ile arasinda da yiiksek bir korelasyon bulundugu fakat, mast hiicreleri
ile arasinda anlamli bir korelasyonun olmadigi goriilmiistiir. Bu bulgular ile mast
hiicrelerinin koyunlarda Listeriozis enfeksiyonunda beyin lezyonlarinin siddetiyle
orantili olarak arttigi ve 6zellikle de akut yangisal reaksiyonlarin gelisiminde rol
oynayabilecegi ve ayrica artan mast hiicre sayisinin etken miicadelesiyle iligkili

olabilecegi sonucuna varilmistir.

Anahtar Kelimeler: Ensefalitis, Listeria monocytogenes, mast hiicreleri



ABSTRACT

Investigation of Mast Cells in Naturally Infected Sheep Brains with Listeriosis

Listeria monocytogenes is a serious and life-threatening zoonotic disease that causes
Listeriosis. Listeriosis is seen with abortion and meningoencephalitis in ruminants, and
septicemia in newborns. It has been reported that mast cells in the brain are associated
with an increase in inflammatory cell infiltrates in the acute period after exposure to
infection and that mast cell extracellular traps released from mast cells are directly
related to the destruction of the agents. In this study, it was aimed to investigate the
relationship between histopathological lesions and mast cells in sheep brains infected
with Listeriosis. Pons-medulla oblongata regions taken from 17 infected sheep and 8
normal sheep brains were examined in the study. Histopathologically microabscess
and perivascular infiltrations, and immunohistochemically, Listeria monocytogenes
positivity and tryptase staining of mast cells were evaluated. As a result of the study,
a significant increase in mast cells was observed in infected sheep brains. It has been
observed that the increase of mast cells is directly related to brain lesions. Especially
a high correlation has been found between mast cells and microabscess development.
It was also observed that there was a high correlation between bacteria density and
brain lesions, but not a significant correlation with mast cells. With these findings, it
was concluded that mast cells increase in Listeriosis infection in sheep in proportion
to the severity of brain lesions and may play a role in the development of acute
inflammatory reactions, and also that the increased mast cell number may be related

to the struggle with agents.

Keywords: Encephalitis, Listeria monocytogenes, mast cells
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1. GIRIS

Listeria monocytogenes, Listeriozis’e sebep olan ciddi ve hayati tehdit edici
zoonotik bir hastaliktir (CFSAN, 2001). Listeria tiirleri gram (+), mezofilik, sporsuz
ve kapsiil olusturmayan bir bakteridir (Carter, 1984). Listeriozis koyun, kegi ve
sigirlarda en sik karsilagilan hayvan hastaliklart arasindadir. Ruminantlarda
Listeriozis’in klinik tablosu genellikle siddetlidir; abort, yeni doganlarda septisemi ve
meningoensefalitis ile seyreder (Campero ve ark., 2002). Kii¢iik ruminantlarda
goriilen ensefalitis, biiyiik ruminantlarda goriilenden daha yiiksek Oliim oranina
sahiptir. Kegilere gore ise koyunlarda daha sik goriliir. Listerial ensefalitis mikro
apseler, fokal gliosis ve perivaskiiler hiicre infiltrasyonu ile karakterizedir. Siddetli
lezyonlar beyin stemi (medulla oblongata ve pons) ile sinirhdir. Listeriozis’in kiigiik
ruminant ve sigirlarda en ciddi etkisi beyin iizerine olanlardir. Ensefalitik
Listeriozis’in ilk belirtisi hayvanda meydana gelen degisiklikler ile ortaya c¢ikar.
Bunlar; depresyon, asir1 duyarlilik veya diger stres faktorleridir. Etkilenen bolgeye
bagli olarak semptomlar meydana gelir. Yiizde agriya kars1 duyarlhilifin azalmasi, felg
ve ataksi goriilebilir (Wagner ve ark., 2005). Ozellikle koyunlarda goriilen
Listeriozis’te basin1 egme ve basin kalici dairesel hareketleri goriiliir (Radostits ve
ark., 2007). Buzdolabi sicakliginda (+4 °C) varligini koruyabilen, sogutma, dondurma,
1sitma ve kurutma islemleri gibi olumsuz sartlar altinda dahi canlilifin1 koruyabilen,

halk sagligi agisindan ciddi ve 6nemli bir hastaliktir (CFSAN, 2001).

Hastalik ¢ogunlukla subklinik seyreder. Hayvanlarin bagirsaklarinda bulunan
Listeria monocytogenes sadece hayvanlarin kii¢iik bir kisminda klinik belirtiler ile
ortaya ¢ikar. Hastalik icin risk faktorii olacak bir dizi faktor gézlenmistir. Bunlar
arasinda konaktaki hayvanin direncinin diismesine neden olan faktorler ve
organizmanin iireme hizin1 artiran faktorler yer almaktadir. Ciftliklerde genellikle
tireme hizin1 artiran faktorler sebebiyle Listeriozis salginlar risk teskil eder (Radostits
ve ark., 2007). Enfeksiyonlu hayvansal {iriinlerin tiiketilmesiyle insanlar ve hayvanlar
Listeriozis’e maruz kalirlar. Gida isleme sirasinda da meydana gelebilen

kontaminasyonlar halk saglig1 agisindan énem tagimaktadir. Enfeksiyon buzagilama



sirasinda enfekte hayvanlarla dogrudan temas sonucu meydana gelebilir. Ancak bu

nadir goriilen bir durumdur (Kahn ve Line, 2005).

Listeria, 6 tiirden olusur; Listeria innocua, Listeria ivanovii, Listeria grayi,
Listeria monocytogenes, Listeria seeligeri, Listeria welshimeri. Bunlarin 3 tanesi
patojeniktir. Listeria monocytogenes 3 patojenden en Onemlisidir. Diinya ¢apinda
bir¢ok hayvan tiiriinii ve insan1 etkilemistir. Diger iki patojen tiir olan Listeria ivanovii
ve Listeria innocua hayvan saglhiginda daha az siklikla goriiliir (Songer ve Post, 2005).
Listeria ivanovii koyun ve sigirlarda aborta neden olur ve ayn1 zamanda ruminantlarda
ensefalitis ile iligkili olup klinik ve patolojik olarak Listeria monocytogenes ile

benzerlik gosterir (Radostits ve ark., 2007).



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Listeria’nin Morfolojisi ve Biiyiime Ozellikleri

Listeri tlirleri gram (+), mezofilik, sporsuz ve kapsiil olusturmayan bir
bakteridir. Mikroskopta kisa 0,4 ile 0,5 p eninde, 0,5-2 p boyunda yuvarlak uglu
cubuklar veya cocobacil seklinde goriliirler. Az Oz ve yiksek CO2
konsantrasyonlarinda iireyen fakiiltatif anacroblardir. Organizmalar 4-45 °C gibi genis
bir aralikta tireyebilir fakat optimum gelisme sicakliklar1 30-37 °C’dir (Carter, 1984).
Listeria %0,04 Potasyum telliirit, %0,025 Talyum asetat, %3,75 Potasyum tiyosat,
%10 NaCl ve %40 safra konsantrasyonlarini tolere ederek canlilifini siirdiirebilir.
Suslarin ¢ogu 5.5-9.6 pH arasinda iirerler. Sporsuz bakterilere gore daha fazla 1s1
toleransina sahiptir ancak kisa siireli yliksek sicakliga (pastorizasyon) dayanamaz ve

olirler (Hirsh ve Zee, 1999).

Bakterilerin bir grup gen o6zelligi hiicre i¢i ortamda yayilma, ¢ogalma ve
hareketlilik saglayarak hayatta kalma sanslarini artirir. Organizmalar donma ve
erimeye kars1 direnir. Digki, saman, silaj ve toprakta bir kag y1l canliligini siirdiirebilir

(Radostits ve ark., 2007).
2.2. Epidemiyoloji

Organizma ¢evrede her yerde bulunabilir. Genellikle hayvan digkisi, insan
diskis, ¢iftlik atiklari, kanalizasyon, toprak, ¢iftliklerin su kanallari, yiizey sulari,
bitkiler 6rnek olarak gosterilebilir (Hirsh ve Zee, 1999; Radostits ve ark., 2007). Kuru
maddelerde tireme sanslari azdir ancak yem taneleri, samanlar ve bazi yem
karigimlarinda Listeria monocytogenes goriilebilir. Diski ve salgilardaki organizma
varligina gére ayn1 yemden beslenen hayvanlari etkileyebilir (Radostits ve ark., 2007).
Listeria monocytogenes genellikle silajlarda mevcuttur. Diisiik kaliteli ve pH 5.5’ten
biiyiik silajlar Listeriozis ile iliskilendirilir ve ‘Silaj Hastaligi’ olarak nitelendirilir
(Hirsh ve Zee, 1999). Ancak aerobik, yiiksek yogunluklu, yiiksek konsantrasyonlu ve
pH 4.5 altinda olan kaliteli silajlarda varligin1 gosteremez. Kotii fermante edilmis

silajlarda bulunur. Silajin toprak ile karigmasi halinde Listeria kontaminasyonu



fazladir. Nemli silajlar Listeria acisindan risk teskil eder. Islak saman balyalari,
enginar ve benzeri meyve-sebze atiklar gibi yan {iriinlerden yapilan silajlarla beslenen
hayvanlar hastaliga bir adim daha yakindir. Enfekte hayvan idrarlari, diski, yavru
atiklari, uterus sulari ve siit enfeksiyon kaynagi olarak gosterilebilirler (Radostits ve
ark., 2007).

Saglik kosullarinin yetersiz olmasi, yetersiz beslenme, ani hava degisimleri,
cok soguk ve nemli havalar, gebelik siiresinin uzamasi ve dogum stresleri, kotii tasima
sartlari, beslenme kaynaklarina ve meraya erisimin zor olmasi gibi faktorlerin
goriilmesi hastalik agisindan 6nemli risk teskil eder (Hirsh ve ark., 2004). Rasyonlarda
veya ciftlik ortaminda Listeria monocytogenes ¢ogalmasi enfeksiyon riskini biiyiik
Olgiide artirir. Misir silaji, Listeriozis olusumu igin 6nemli bir risk faktorii olarak
gosterilir. Son yillarda ruminantlarda yapilan arastirmalar sonucu rasyonda silajin
fazla kullanilmasiyla hastaligin yayginlasmasinda belirgin artis gorilmiistiir.
Kanalizasyon alanlarinda yasayan ve ciftliklere gelen yabani kuslar tasiyic1 olarak
gorev alirlar. Silaj, yem ve meray1r kontamine ederek siiriiye oldiirlicii suslarin
getirilmesinde rol oynarlar. Organizma koyun diskisinda 3 ay kadar, nemli topraklarda
11,5 ay, sigir diskisinda 16,5 aya kadar, kuru samanda 207 giine kadar ve kuru toprak-
diskida 2 yildan fazla varligini siirdiirebilir (Campero ve ark., 2002).

Listeriozis ilkbahar ve kis mevsimlerinde yaygin olarak goriiliir ve bu da
ruminant ¢iftliklerinde L. monocytogenes yayilmalarinin mevsimlere bagli oldugunu
gosterir. Ayrica kuzulama donemi, gebelik donemi ve ¢evresel strese bagli olarak
hastaligin goriilme siklig1 artabilir. Kegilerde Listeriozis, diski ile kontamine olmus su
veya yemin agiz yoluyla alinmasiyla ya da Listeria monocytogenes’in diski yoluyla
atilmasiyla aktarilir. Solunum yolu ile enfeksiyona neden olan etkenler viicuda

girebilir. Enfekte hayvanlar tedavi edilmezse 6lebilir (Wood, 1992).

Listeria’nin olusum epidemiyolojisinde cografi konumun etkisi oldugu
disiiniilmektedir. Organizma dogada yaygin halde bulunur fakat klinik hastalik
tablolar1 cogunlukla kuzey ve giiney enlemlerinde goriiliir. Kuzey Amerika, Avrupa,
Ingiltere, Yeni Zelanda ve Avustralya’da 6nemli bir hastalik olarak nitelendirilir.

Tropikal ikimlerde subtropikal 1liman iklimlere gore ¢ok daha az goriiliir. Kuzey yarim



kiirede Listeriozis, muhtemelen silajlarin yapildigi mevsim ile iligkilidir (Radostits ve

ark., 2007). En fazla may1s ve aralik aylari arasinda yayihm gosterir (Hirsh ve ark.,
2004).

2.3. Listeria’nin Patogenezi

Listeriozis’te zedelenmenin mekanizmasi akut yangi ve mediatorleri ile
yikimlayic1 enzimler tarafindan olusturulan hiicre lizisidir. Makroskobik lezyonlar
siklikla gbzlenmez fakat bulundugu zaman aktif hiperemi ve/veya hemoraji ile birlikte
nodiiler ve cizgisel bant seklinde gri-sar1 eksudat varligi, spesifik olarak beyin kokiine

lokalize olan ve perivaskiiler bir patern gosteren sekildedir (Zachary, 2017).

L. monocytogenes’in hem in-vivo hem de in-vitro olarak benzersiz bir
noroinvaziv 6zellik géstermesi en az ti¢ farkli mekanizma ile gergeklesir (Drevets ve
ark., 2004). Bunlar (1) enfekte 16kositler icerisinde kan koroid bariyerini veya kan
beyin bariyerini ge¢mesi, (2) esktraseliiler olarak kandan gelip endotel hiicrelerine
direk invazyonu ve (3) kranial sinirlerin aksonlar1 igerisinde beyne dogru retrograt

(sentripedal) gog¢ etmesidir (Drevets ve Bronze, 2008).

Sigir, koyun ve kegiler Listeria monocytogenes ile topraktan, yemlerden, sudan
ve digkidan enfekte olabilirler fakat en biiyiik risk uygunsuz sekilde depolanan
silajlarda pH’1n yiikselmesi sonucunda bakterinin asir1 cogalmasinin engellenemedigi
durumlardir. L. monocytogenes ile kontamine silaj merkezi sinir sistemi hastaligi i¢in
tek basina yeterli degildir, ayn1 zamanda ag1z boslugundaki penetre yaralar sonrasinda
bakterinin silajdan agiz boslugu veya dilin submukozal bag dokusuna tasinmasi
miimkiin olur. Bu noktada bakteri oral dokularda ¢ogalir, agiz boslugundaki sinir
sonlarina giris yapar ve kranial sinirlerde retrograd aksonal taginma yoluyla merkezi
sinir sistemine dogru asendens enfeksiyon sekillendirir. Agiz boslugu primer olarak
beyin kokiinde sonlanan trigeminal ve diger kranial sinirler ile innerve edilir. Bu
nedenle L. monocytogenes eninde sonunda beyin kokiinde (6rn pons, medulla
oblongata ve proksimal servikal spinal kanal) lokalize olur. Sinir sonlarina etkenin
giris mekanizmast bilinmemektedir, ancak deneysel hiicre kiiltiirii ¢calismalarinda L.
monocytogenes’in endositozis ve endositik vezikiiller aracilifiyla tipik olarak

nonfagositik hiicrelere girisi gosterilmistir. Bakteriyel internalizasyon girig stirecidir



ve hedef hiicrenin bir transmembran glikoproteini olan E-kaderin reseptorlerini
kullanan internalinler (tip A ve B) tarafindan gergeklestirilir (Zachary, 2017). Bakteri
yiizey invazyon proteinlerini (internalin A ve internalin B) kullanarak endotel
hiicreleri, enterositler ve fibroblastlar gibi nonfagositik hiicrelere invaze olabilir
(Ireton, 2007). internalin A igin hiicresel ligand E-kaderin’dir ki bu protein epitel
hiicreleri arasindaki baglantilarda mevcuttur (Jacquet ve ark., 2004; Wollert ve ark.,
2007). Internalin B ise daha ¢ok hiicreye giriste dSnemlidir ve daha yaygin olan hiicresel
reseptor Met’ler kullanilir. Hem internalin A hem de B protein hiicrelerde intraseliiler
sinyalleri baglatir ve hiicre iskeletinde yeniden diizenlenmeye ve bakteri

internalizasyonuna neden olur (Hamon ve ark., 2006).

L. monocytogenes beyin kokiine ulagtifinda, ndron hiicre govdeleri igerisindeki
hiicre i¢i endozomlarda kalir. Baslangigta kan-beyin bariyerini bozmaz ve boylece
dogal ya da edinsel immun yanit tarafindan olusturulan savunma mekanizmalarini
aktive etmez. Enfekte noron hiicre govdelerinin sitoplazmasi bakterinin serbest sekilde
proliferasyonuna olanak tanir. Bu rahat ¢evrenin bir bakteriyel viriilens faktorii olan
Listeriolizin O (LLO) tarafindan desteklendigi goriilmektedir ki bu faktér immun
yanit1 baskilayarak, enfekte hiicrelerin savunma sisteminden gizlenmesine olanak
saglar (Zachary, 2017). L. monocytogenes beyne ulastiginda makrofajlar ve notrofiller
tarafindan komplement bagimli ve komplement bagimsiz mekanizma ile fagosite edilir
(Drevets ve ark., 1992). Konak hiicreye giris yaptiktan sonra L. monocytogenes hizli
sekilde por olusturan hemolizin, LLO ve iki fosfolipaz (A ve B) etkisiyle
fagozomlardan kagar ve daha sonra sitozolde replike olur (O’Riordan, 2002; Schnupf
ve Portnoy, 2007). Sitozolik bakteriler ActA protein ve F aktin flamentlerini
kullanarak molekiiler bir motor olusturur ve boylece hiicreler arasi hareket kabiliyeti

kazanir (Tilney ve Portnoy, 1989; Kocks ve ark., 1992).

Hiicre sitoplazmasinda bakteri sayis1 yaklasik olarak 1 saat igerisinde iki katina
cikar. Sitoplazmada bakteri sayisi, bitisik hiicrelerin enfeksiyonunu kolaylastirmak
i¢in yeterli bir seviyeye ulastiginda, bakteri kendilerini, sitoplazmada viriilans faktorii
ile kolaylastirilan, hedef hiicre aktin filamentlerinin polimerizasyonu ve
depolimerizasyonu yoluyla hiicre zarinin ig tarafina hareket ettirir (Tilney ve Portnoy,

1989; Kocks ve ark., 1992; Zachary, 2017). Bir kez hiicre zarina ulastiginda, bakteri



agregatlar1 kendilerini aktin polimerizasyonu (listerial aktin esasli hareketlilik) ve bir
yalanci ayak yoluyla komsu hiicrenin igerisine sevk etmek amaciyla ¢ift membran
endositotik fagositik vezikiillerin olusumuyla sonuglanan invaginasyonlar olusturmak
icin yiizey proteini actA adi verilen bir bakteriyel yilizey proteini kullanirlar (Tilney ve
Portnoy, 1989; Kocks ve ark., 1992; Zachary, 2017). Bu siireg rastgeledir, bu nedenle
sinir sistemindeki hedef hiicreler i¢in spesifik olarak goriilmemekte, yalnizca komsu
hiicreleri etkilemektedir. Bu ¢ift membran endositotik fagositik vezikiiller LLO,
Fosfolipaz C ve Lesitinaz tarafindan lize edilir ve bakteri yeni enfekte olmus hiicrelerin

sitoplazmasina salinir (Zachary, 2017).

L. monocytogenes ¢ok ¢esitli memeli hiicrelerine invaze olarak replike olabilir
(Drevets ve Bronze, 2008). Deneysel olarak, L. monocytogenes’in noétrofilleri,
makrofajlari, fibroblastlari, endotel hiicrelerini ve noronlar1 ve mikroglial hiicreleri
iceren cesitli sinir hiicre tiplerini enfekte ettigi gosterilmistir. Kapillar endotel
hiicrelerin zedelenmesi ve enfeksiyonunun yangisal siireci baslattig1 goriilmektedir.
Bir kez basladiginda, kan-beyin bariyeri bozulur ve tam bir yangi silsilesinin
aktivasyonu sekillenir. Notrofiller hayvanlarin savunma mekanizmasinda bakterileri
oldiirmek i¢in primer efektdr hiicrelerdir. Deneysel olarak, L. monocytogenes ile
enfekte endotel hiicreleri bol miktarda endotelyal adezyon molekiilleri (P ve E
selektin) hiicreler aras1 adezyon molekiilii ve vaskiiler hiicre adezyon molekiilii
eksprese eder ve notrofil adezyon basamagi ve notrofil baglanmasinin aktivasyonuyla
sonuglanir ki bu iki basamak da akut yangisal yanitin bilesenleridir. Bakteri ayni

zamanda makrofajlardan endotel hiicrelerine de yayilabilir (Zachary, 2017).

2.4. Klinik Bulgular

Listeriozis’in klinik bulgulari alinan organizma sayisina, suslarin patojenik
ozelliklerine ve konagin immun durumuna baglidir. Listeriozis’in 3 ana klinik formu

vardir. Bunlar septisemik form, ensefalitik form ve abort formudur (Carter, 1984).

2.4.1. Septisemik Form

Septisemik form depresyon, istahsizlik, ates ve 6liimle kendini gosterir. Koyun

ve kecilerdeki septisemik hastalik genellikle kontamine silajlarin alimindan 2 giin



sonra ve abortlardan 6-13 giin sonra ortaya ¢ikar (Radostits ve ark., 2007). L.
monocytogenes kaynakli akut septisemiler yetigskin ruminantlarda yaygin degildir
ancak monogastrik hayvanlarda ve yeni dogan kuzu, buzagilarda goriiliir. Merkezi
sinir sistemi ile ilgili herhangi bir bulgu yoktur. Kilo kaybi, ishal ve dehidrasyon
goriilebilir. Milier viseral apselerle karakterizedir. Viseral enfeksiyon genellikle
intrauterin enfeksiyonun bir devamidir. Nekropside karacigerde ¢oklu nekroz odaklar
gortliirken bu lezyonlar dalak, kalp, akcigerler, sindirim sistemi ve beyinde daha az
gortliir. Mikroskobik olarak bu bolgelerde fokal nekroz, mononiikleer hiicre ve

notrofil infiltrasyonlar: vardir. Ayrica gastroenteritis tablosu goriiliir (Scanlan, 1988).

2.4.2. Ensefalitik Form

Ruminantlarda en sik goriilen formdur sporadik seyirlidir ve ‘donme hastaligr’
olarak bilinir. Cogunlukla erigskin ruminantlarda goriiliir fakat bir haftadan biiyiik kuzu
ve buzagilarda da goriildiigii bildirilmistir. Bu form genellikle kisin ve ilkbahar
baslangicinda goriiliir. Hastalik koyun ve kecilerde daha c¢ok akut ve olimciil
seyrederken sigirlarda kronik seyirlidir (Hirsh ve Zee, 1999). Koyunlarda kontamine
silaj oral yolla alindiktan 3-4 hafta sonra ensefalitis formu goriilmeye baslar.
Enfeksiyon zamanla siddetlenir (Johnson ve ark., 1995). Etkenler medulla oblongataya
ulagir ve beyin steminde siddetli lezyonlar gelisir. Koyunlar arasinda farkli tablolar
meydana gelir. Koordinasyon bozuklugu, basin1 bir yere sikistirma ve asagida tutma,
daire hareketleri, tek tarafl yiiz felci ve g6z kapaginin diismesi, tek tarafli veya yiiziin
tamaminin fel¢ olmasi durumlar goriilebilir. Basin geriye dogru egilmesi veya karna
dogru egilmesi lezyonun lokasyonuna bagli olarak ortaya ¢ikar. Bagin egilmesi hayvan
tarafindan diizeltilemez. El yardimiyla diizeltilse bile serbest birakinca onceki
konumuna geri doner. Ataksi yiiziinden sik sik bas bir tarafa diiser ve etkilenen
hayvanlarda bas bir yere dayali halde goriiliir. Bu hayvanlar bacaklarini hareket
ettirebilirler fakat iki ayaklar1 iistiinde duramazlar ya da ziplayamazlar. Kulagin
sarkmasi, dudak felci, goz kapaginin diismesi ve hiperaljezi yliz paralizinde goriilen
bulgulardir. Siddetli keratite maruz kalma kornea iilserasyonuna neden olabilir. Cene
kaslarinin zayiflamasiyla gii¢ kayiplar1 meydana gelir ve boylece ¢igneme yavaslar,
yemi kavrama yetenegi azalir. Uzun periyotlarla salya akis1 goriiliir ve yem taneleri

agizdan diiser. Dehidrasyon ve aglik 6liime ortam hazirlar bunun sonucunda solunum



yetmezligi ile 6liim sekillenir. Kegilerde hastalik koyunlardakine benzer ancak geng
kegilerde ¢ok ani goriiliir ve 2-3 giin iginde Oliimlerle sonuglanir (Scanlan, 1988;
Songer ve Post, 2005).

2.4.3. Abortif Form

Ruminantlarda yaygindir ve koyunlarda genellikle gebeligin 12. haftasindan
sonra goriilmeye baslar ve goriilme orani en fazla %15’tir. Etken fotiisiin karacigerinde
cogalarak yumusamasina ve zamanla oliimiine ve atilmasina sebep olur. Metritis
gortlebilir. Abort formlar1 genelde koyun ve kecilerde goriiliir ve bir kag glin boyunca
kanl vajinal akintt meydana gelir. Baz ¢iftliklerde abort formu her yil tekrar edebilir

(Scanlan, 1988).

2.5. Nekropsi Bulgulari

Tipik olarak listerial ensefalit ile iligkili belirgin degisiklikler vardir. Santral
Sinir Sistemi’nde genel bir hiperemi ve 6dem goriliir. Spesifik lezyonlar 6zellikle
pons ve medulla oblongatada, daha az olarak da thalamus ve medulla spinalisin
servikal kisminda olusur. Bu boélgelerde meninkslerde jelatindz bir 6dem ve kesit
yiizlerinde hiperemi ile boz renkli erime odaklar1 goriilebilir. Tipik makroskobik
olgular genellikle erigkin hayvanlarda ilerlemis olgularda godzlenebilir. Lezyonlar
beyin parankiminde baslar, meningitisi sekonder olarak gelisir (Radostits ve ark.,
2007). Beyin Omurulik Sivist (BOS) bulaniklasir ve meningeal damarlar tikanir
(Hirsh ve Zee, 1999). Tipik parankimal lezyonlar nétrofil 16kositlerinde bulundugu
mikro apseler halinde olusan yogun hiicre infiltrasyonlar1 seklindedir. Mikro apsenin
yani sira mikrogliyal reaksiyon da gelisir. Bu bolgedeki parankim 6demlidir (Radostits
ve ark., 2007). Bazen medullada yumusama alanlar1 goriilir (Hirsh ve ark., 2004).
Nekropside ayrica sindirim, solunum ve dolagim sisteminin yetersizligini gosteren
bulgular goriilebilir. Sindirimin yavaslamasina bagli olarak 6n midelerde igerigin fazla
olmasi, omasum iceriginin sertlesmesi ve solunum sisteminde ise tracheada genisleme,
kaudal loblarda atelektazi gibi bulgular 6rnek olarak gosterilebilir. Abort fotiisler

genellikle 6demli ve otolizlidir. Koyunlarda plasentitis ve endometritis goriilebilir.



Enteritli koyunlarda iilseratif abomasit goriiliir ve bazilarinda tiflokolitis goriilebilir

(Radostits ve ark., 2007).

2.6. Mikroskobik Bulgular

Tiim organlarda mikroskobik lezyonlar belirgin vaskiilitis ve vaskiiler nekroz
ile karakterize olup, bunu tromboz ve infarktiis takip eder. Vaskiilitis etkilenen damar
cevrelerinde bolgesel ddem ile noétrofil ve makrofaj infiltrasyonu ile iligkilidir.
Etkilenen damar bolgelerinde, trombiiste ve infarkte dokuda kiigiik bakteri kolonileri
gozlenebilir (Zachary, 2017). Tespit edilmis beyin dokusunun histopatolojik
incelemesi genellikle noral Listeriozis tanisini ortaya koyabilir. Beyin stemindeki tek
tarafli mikro apseler genellikle perivaskiiler infiltrasyon ile birlikte Listeriozisin

karakteristik 6zelliklerini yansitir (Quinn ve ark., 2002; Hirsh ve ark., 2004).

2.7. Mast Hiicreleri ve Listeriozis’te Rolleri

Mast hiicreleri, ¢esitli patojenlere karst dogustan gelen bagisiklik tepkisinin
onemli hiicresel 6geleridir. Bunlar, mikroplarin konakg¢iya, deri ve mukozal yiizeylere
eristigi dokulardaki stratejik konumlar1 nedeniyle istilac1 patojenleri tespit eden ilk
bagisiklik hiicrelerinden biridir (St. John ve Abraham, 2013). Ayrica mast hiicreleri,
antikorlara ihtiyag duymadan patojenlerin dogrudan taninmasina olanak taniyan genis
bir Kalip Tanima Reseptorleri (PRR) eksprese ederler (Campillo-Navarro ve ark.,
2014). ilk caligmalar mast hiicrelerini parazitik enfeksiyonlara karsi koruma ile
iliskilendirmis olsa da (Woodbury ve ark., 1984), daha sonraki g¢alismalar bu
hiicrelerin bakteriler (Malaviya ve ark., 1996), virtisler (St. John ve ark., 2011)
protozoa (Maurer ve ark., 2006) ve mantarlar (Nieto-Patlan ve ark., 2015) gibi farkli
patojenlere karst da onemli olduklarii gostermistir. Genellikle patojenin neden
oldugu mast hiicresi aktivasyonu, bunlarin bozulmasina ve sitokinler ve kemokinler
gibi birka¢ proenflamatuar mediyatorlerin iiretilmesine yol agar. Mast hiicreleri
tarafindan tegvik edilen bu enflamatuar ortam, patojenlerin kontroliinden sorumlu 6zel
efektor hiicrelerinin enfeksiyon bolgesine alinmasina izin verir (St. John ve Abraham,
2013). Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli (Malaviya ve ark., 1996), Citrobacter

rodentium (Wei ve ark., 2005), Pseudomonas aeruginosa (Siebenhaar ve ark., 2007)
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ve Listeria monocytogenes (Gekara ve Weiss, 2008) dahil olmak iizere gesitli patojenik

bakterilerle enfeksiyon sirasinda mast hiicrelerinin 6nemi gosterilmistir.

Mast hiicreleri, aktiviteleri, enflamatuar yanitlarin hizli bir sekilde
baslatilmasindan immiinosupresyona kadar degisen c¢ok c¢esitli bagisiklik yanit
hiicreleridir (Chacén-Salinas ve ark., 2011; St. John ve Abraham, 2013; Chacon-
Salinas ve ark., 2014). Dogal bagisiklik, ndtrofillerin ve makrofajlarin taninmasi ve
aktivasyonu yoluyla L. monocytogenes enfeksiyonunun tutulmasinda énemli bir rol
oynar. Bununla birlikte, daha Onceki ¢alismalar, mast hiicrelerinin, bakteriyel
enfeksiyonun kontroliine katkida bulunan fagositik hiicrelerin toplanmasina izin veren
bir yangisal yanitin indiiklenmesi yoluyla L. monocytogenes enfeksiyonunda onemli
bir rol oynadigin1 gostermektedir (Gekara ve Weiss, 2008; Jobbings ve ark., 2013).
Campillo ve arkadaslar1 (2017) mast hiicresi hiicre dis1 tuzaklarinin (MCET) L.
monocytogenes’lerin  biiylimesini inhibe etme yetenegine sahip oldugunu
gozlemlemislerdir. L. monocytogenes enfeksiyonu sirasinda reaktif oksijen tiirleri
bagimli MCET f{iretimi sekillendigini ve ayrica, MCET'lerin antibakteriyel etkileri

gosterilmistir (Campillo-Navarro ve ark., 2017).

Mast hiicreleri ayrica dogrudan patojenleri 6ldiirebilir. Mast hiicrelerinde
tanimlanan ilk antimikrobiyal mekanizmalardan biri gram-pozitif ve gram-negatif
bakterilerin fagositozudur (Malaviya ve ark., 1996; Arock ve ark., 1998). Mast
hiicreleri tarafindan bakterileri 6ldiirmek icin kullanilan ve daha yakin zamanda tarif
edilen bir mekanizma, birka¢ proteinin (histonlar ve graniiler proteinler) gémiilii
oldugu niikleer DNA tarafindan olusturulan MCET lerin serbest birakilmasidir (Von
Kockritz-Blickwede ve ark., 2008). MCET firetimi, Nikotinamid Adenin Diniikleotit
Fosfat Hidrojen (NADPH) oksidaz tarafindan tiretilen reaktif oksijen tiirlerine baglidir
ve genellikle niikleer zarfin bozulmasi ile karakterize edilen bir hiicre O6liim
mekanizmasia yol acar (Von Kockritz-Blickwede ve ark., 2008). Campillo ve
arkadaglar1 (2017) MCET’lerin L. monocytogenes’lerin biiylimesini inhibe etme
yetenegine sahip oldugunu goézlemlemislerdir. L. monocytogenes enfeksiyonu
sirasinda reaktif oksijen tiirleri bagimli MCET {iretimi sekillendigini ve ayrica,
MCET'lerin antibakteriyel etkileri gosterilmistir (Campillo-Navarro ve ark., 2017).
MCET'ler, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Streptococcus
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pyogenes, Enterococcus faecalis ve mantar Candida albicans (Von Kockritz-
Blickwede ve ark., 2008; Abel ve ark., 2011; Scheb-Wetzel ve ark., 2014; Lopes ve
ark., 2015) gibi hiicre dis1 bakteriler ile in vitro enfeksiyon sirasinda gézlenmistir.
Bununla birlikte, DNA hiicre dis1 tuzaklarin olusumu ilk olarak nétrofillerde ve daha
sonra diger miyeloid hiicrelerde tanimlanmistir (Brinkmann ve ark., 2004; Yousefi ve
ark., 2008; Morshed ve ark., 2014). Dikkat ¢ekici bir sekilde, L. monocytogenes gibi
hiicre i¢i bakteriler de dahil olmak {izere bir¢cok bakteri, notrofil hiicre dis1 tuzaklarini
indiikleyebilir (Ramos-Kichik ve ark., 2009). Campillo ve arkadaslari (2017)
yaptiklar1 ¢caligmada L. monocytogenes’e zayif fagositik olan mast hiicrelerinin, bu
bakterilerle aktivasyondan sonra MCET {irettigini ve bakteri biiyiimesini inhibe etme

yetenegine sahip olduklarini gostermislerdir (Campillo-Navarro ve ark., 2017).

Bu bilgiler 1s181inda ¢alismamizda koyunlarda Listeriozis’te mast hiicrelerinin
onemli rollerinin olabilecegi diisiiniilmistiir. Calisma ile Listeriozis ile dogal enfekte
koyun beyinlerinde histopatolojik beyin lezyonlari ile mast hiicrelerinin yogunlugu

arasindaki iligskinin ortaya konulmasi amag¢lanmistir.
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3. GEREC ve YONTEM

Calismada ge¢mis yillarda anabilim dalimiza gelen 17 adet listeriozisli koyun
beyinlerinin arsivdeki bloklar1 kullanildi. Calismada kullanilan hayvanlara ait bilgiler
Tablo 3.1.’de verilmistir. Ayrica 8 adet normal koyun beyin dokular1 da kontrol grubu
olarak  degerlendirildi. Bu bloklardan histopatolojik, histokimyasal ve
immunohistokimyasal analizler i¢in normal ve lizinli lamlara kesitler alind.

Histopatolojik analizler igin rutin hematoksilen-eozin boyamasi yapildi.

Tablo 3.1. Calismada Kullanilan Kontrol Grubu ve Listeria Grubu Vakalara Ait
Bilgiler

Vaka No Grup Tiir Irk Cinsiyet Yas
1 Listeria Koyun Ivesi Disi 5 yas
2 Listeria Kuzu Ivesi Disi 2 ay
3 Listeria Kuzu Ivesi Disi 5 ay
4. Listeria Koyun Pirit - 3 yas
5. Listeria Koyun Ivesi Disi 5 yas
6 Listeria Koyun Pirit Erkek 1 yas
7 Listeria Koyun Ivesi Disi 3 yas
8 Listeria Koyun - - 3 yas
9. Listeria Koyun Pirit Erkek 4 yas
10. Listeria Koyun Merinos Disi 3 yas
11. Listeria Koyun Merinos Disi 3 yas
12. Listeria Kuzu - Erkek 2 ay
13. Listeria Koyun Mandak Disi 2 yas
14. Listeria Koyun - - -

15. Listeria Koyun - Erkek S5ay
16. Listeria Koyun Merinos Disi 4 yas
17. Listeria Koyun - Disi 2 yas
18. Kontrol Koyun - Disi 5 yas
19. Kontrol Kuzu - Erkek 15ay
20. Kontrol Koyun - Disi 1 yas
21. Kontrol Kuzu - - Say
22. Kontrol Koyun - Disi 2 yas
23. Kontrol Koyun - Disi 2 yas
24, Kontrol Koyun - Disi 6 ay
25. Kontrol Kuzu - Disi 8 ay

Histopatolojik analizler i¢in kesitler deparafinize edildikten sonra dereceli
alkollerden gegirilerek distile suya konuldu. Ardindan Hematoksilen soliisyonunda 8
dakika tutuldu. Akan suda 5 dk yikandi. 10 sn alkol soliisyonundan geg¢irildi. Eozin

soliisyonunda 1,5 dk tutuldu. Distile suda fazla eozin uzaklastirildi. 10’ar sn
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alkollerden gegirildi ve kurutmaya birakildi. Ardindan entellan kullanilarak lamel ile

dokular kapatildu.

Histopatolojik skorlamalar Senay ve arkadasglarimin (Senay ve ark., 2020)
calismasindaki skorlama temel alinarak gergeklestirildi. Buna gore pons/medulla
oblongata bolgelerinin histolojik kesitlerinde mikroapse, perivaskiiler infiltrasyon ve
bakteri miktar1 0-4 arasinda skorlandi. Incelenen kesitlerin bazilarinda kesitlerde
meningeal  yapilarin  gozlenememesinden  dolayr  meningitis  agisindan
degerlendirmeler  skorlamaya  dahil edilmedi. Mikroapse skorlamasinda
derecelendirme, 0; mikroapse yok, 1; tek kiiciik mikroapse olusumu, 2; birkag
kiigiikten biiylige degisen mikroapse olusumlari, 3; orta sayida ve birlesme
gosterebilen mikro apse olusumlari, 4; ¢ok sayida ve parenkimin biiyiik bir bolimiinii
kaplayan, birlesmis mikroapse olusumlar1 seklinde yapildi. Ayrica mikroapse
olusumlarindaki baskin hiicrelere gore nétrofil ve mononiikleer hiicreler seklinde
siniflandirma yapildi. Perivaskiiler infiltrasyonlarin skorlamasinda derecelendirme 0;
infiltrasyon yok, 1; ¢ogunlukla lenfositlerden olusan tek katman perivaskiiler hiicre
infiltrasyonu, 2; iki katman seklinde hiicre infiltrasyonu, 3; {i¢ katman seklinde hiicre
infiltrasyonu ve 4; dort katman veya daha fazla hiicre infiltrasyonu seklinde yapildu.
Bakteri miktarlarimin degerlendirilmesinde immunohistokimyasal olarak Listeria
antikoru ile pozitif boyanan alanlar degerlendirilerek, 0; pozitiflik yok, 1; hafif
pozitifligi, 2; orta dereceli pozitiflik, 3; birka¢ odakta ¢ok sayida bakteri pozitifligi ve
4; yogun bakteri pozitifligi seklinde skorlandu.

Normal lamlara alinan dokulara ayn1 zamanda mast hiicrelerinin gosterilmesi
amaciyla Toluidine blue boyamasi yapildi. Boyama icin kesitler deparafinize
edildikten sonra dereceli alkollerden gegirilerek suya konuldu. Dehidre edilen
dokulara Toluidine blue soliisyonu dokiilerek 2-3 dakika beklendi. Daha sonra kesitler
distile suda yikandi ve ardindan hizlica bir kez % 95’lik ve iki kez % 100’1k

alkollerden gecirildi. Daha sonra kurutulan lamlar entellan ile kapatildi.

Beyin dokularinda Listeriozis tanisinin dogrulanmasi amaciyla Listeria
monocytogenes antikoru (Novus biologicals, NB100-65667) kullanildi. Mast
hiicrelerinin  ortaya konulmasi i¢in histokimyasal olarak Toluidine blue,

immunohistokimyasal olarak ise anti-tyriptase antikoru (Biolegend, Mast cell tyrptase
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antibody, clone AA1) kullanildi. Pozitif kontrol olarak kdpek mast hiicre tiimorii
kullanildi. Listeria ve triptaz antikoruyla immunohistokimyasal boyamalar i¢in kesitler
deparafinize edildikten sonra dereceli alkollerden gegirilerek suya konuldu. Antijen
retrieval islemi i¢in dokular 120 derecede otoklavda 20 dakika boyunca tutuldu. PBS
ve distile suda ile 5’er dk yikama yapildi. Hidrojen peroksitte %3’liik 15 dakika
bekletildi. PBS ile 5 dk yikama yapildi. Normal goat serum blok soliisyonu 30 dk
tutuldu. Listeria monocytogenes antikoru 1/500 oraninda veya anti-tyriptase antikoru
1/50 oraninda sulandirilarak bir gece boyunca +4 derecede bekletildi. Ertesi gilin
dokular PBS’te 2x5dk yikandi. Sekonder antikor olarak Goat anti-polivalent (Mouse-
rabbit) 30 dk uygulandi. Pbs ile 5x2 dk yikama yapildi. Streptavidin peroksidaz 30 dk
uygulandi. PBS ile 5x2 dk yikama yapildi. Diaminobenzidin (DAB) soliisyonu 1-2
dakika uygulandi. Karsi boyama i¢in Merck Mayer hematoksilen soliisyonu 20 sn
uygulandi. Daha sonra preparatlar kurutuldu ve entellan kullanilarak lamel ile

kapatildi.

Histokimyasal ve immunhistokimyasal boyanmalarin degerlendirilmesi semi-
kantitatif olarak yapildi. Pozitif olarak boyanan hiicrelerin yogunluguna gore (0; yok,
1; hafif, 2; orta ve 3; yogun ve 4; ¢ok yogun) skorlamalar yapildi. Mast hiicrelerinin
degerlendirilmesinde toluidine blue ve triptaz pozitif hiicreler 5 farkli yiiksek biiyiitme
alaninda sayilarak elde edilen rakamlar {izerinden 0-4 arasinda toplam mast hiicre

skoru belirlendi.

Tiim verilerin gruplar arasinda karsilastirilmasi i¢in Minitab 16 paket programi
(versiyon 16.1.1) kullanildi. Elde edilen lezyon skorlamalarmin ve mast hiicre
skorlarinin normal dagilim gosterip gostermedigini belirlemek i¢in Ryan-Joiner
normalite testi uygulandi. Normal beyin dokular ile Listeria’li beyin dokularinin mast
hiicre yogunlugu a¢isindan karsilastirilmast ikili T testi ile gerceklestirildi. Korelasyon
icin ise Pearson korelasyon testi kullanildi. Korelasyon analizinde elde edilen total
mast hiicre skoru ile ortalama beyin lezyon skoru karsilagtirmasinin yanisira, mast
hiicre skorlarinin mikroapse, perivaskiiler infiltrasyon ve listeria yogunluklar
arasindaki korelasyon da ayr1 ayr1 degerlendirildi. Boylece mast hiicre yogunluklariin

beyin lezyonlarinin siddeti olan iliskisi degerlendirildi.
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4. BULGULAR
4.1. Histopatolojik Bulgular

Incelenen kesitlerde mikroapse ve perivaskiiler hiicre infiltrasyonlar
degerlendirildi. Lezyon skoru 0-4 arasinda skorlandi. Mikroapse agisindan yapilan
incelemelerde bes olguda skor 4 (Sekil 4.1.), yedi olguda skor 3 (Sekil 4.2.), ii¢ olguda
skor 2 (Sekil 4.3.) ve iki olguda skor 1 (Sekil 4.4.) olarak belirlendi. Perivaskiiler
infiltrasyon agisindan yapilan degerlendirmede alt1 olguda skor 4 (Sekil 4.5.), alt:
olguda skor 3 (Sekil 4.6.), dort olguda skor 2 (Sekil 4.7.) ve bir olguda skor 1 (Sekil

4.8) olarak belirlendi. Mikroapse olusumlari ile perivaskiiler infiltrasyonlar arasinda

anlamli bir korelasyon tespit edilemedi (P>0,05).

Sekil 4.1. Cok sayida ve beyin parankiminin biiyiik boliimiinii kapsayan mikroapse
olusumlan (asteriskler). H&E. Bar: 100 um.
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Sekil 4.2. Birden fazla odakta gbdzlenen ve yer yer birlesme egiliminde mikroapse
olusumlar (asterisk). H&E. Bar: 100 pm.

Sekil 4.3. Birka¢ odakta gozlenen mikroapse olusumlart (asterisk) ve noropile
dagilmis durumda yangisal hiicre infiltrasyonlari. H&E. Bar: 100 pm.
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Sekil 4.4. Tek bir odakta gozlenen mikroapse olusumu (asterisk). H&E. Bar: 100 um.

Sekil 4.5. Siddetli perivaskiiler hiicre infiltrasyonlar1 (asteriskler). H&E. Bar: 100 um.
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Sekil 4.6. Orta siddette perivaskiiler hiicre infiltrasyonu (0k). H&E. Bar: 100 pm.

Sekil 4.7. Hafif siddette perivaskiiler hiicre infiltrayonu. H&E. Bar: 50 pm.



Sekil 4.8. Cok hafif siddette perivaskiiler hiicre infiltrasyonu (0k). H&E. Bar: 100 um.
4.2. Histokimyasal ve immunohistokimyasal Bulgular

Toluidine blue boyamasi ile triptaz boyamasi sonrasinda yapilan incelemelerde
pozitiflik gosteren mast hiicreleri sayildi. Pozitif kontrol dokularinda toluidine blue ve
triptaz pozitifligi dogrulandi (Sekil 4.9 ve 4.10). Listeria pozitif grupta toluidine blue
(TB) pozitif mast hiicre sayilar1 2-30 arasinda belirlendi (Sekil 4.11. — 3.13.). Triptaz
pozitif hiicrelerin sayisi ise 1-28 arasinda olarak belirlendi (Sekil 4.14. - 4.16.). TB
pozitif hiicre sayilar ile triptaz pozitif hiicre sayilari toplanarak herbir vaka i¢in toplam
mast hiicre sayilar1 belirlendi. Bu sayilar ise Listeria pozitif vakalarda 7-58 arasinda
olarak bulundu. Bu rakamlardan yola ¢ikarak 1-4 arasinda skorlamalar yapildi. Buna
gore 0-7 mast hiicresi skor 1, 8-14 mast hiicresi skor 2, 15-21 mast hiicresi skor 3 ve
22> mast hiicresi skor 4 olarak skorlandi. Total skor bazinda degerlendirildiginde mast
hiicre skoru dort olguda 4, alti olguda 3, sekiz olguda 2 ve bir olguda 1 olarak
belirlendi. Kontrol grubunda ise pozitif hiicre sayilarinin yalnizca bir vakada skoru 2,

diger vakalarda ise mast hiicre skoru 1 olarak belirlendi (Sekil 4.17. ve 4.18.).
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Sekil 4.9. Pozitif kontrol. Kopek mast hiicre tiimoriinde ¢ok sayida mast hiicresi.
Toluidine Blue. Bar: 20 pm.

Sekil 4.10. Pozitif kontrol. Kdpek dermal mast hiicre tiimdriinde ¢ok sayida triptaz
pozitif mast hiicreleri. Avidin-biotin kompleks metot. DAB kromojen. Bar: 50 um.
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Sekil 4.11. Siddetli enfekte beyin dokusunda perivaskiiler hiicre infiltrasyonlari
arasinda gozlenen ¢ok sayida mast hiicresi (oklar). Toluidine blue. Bar: 20 pm.

Sekil 4.12. Orta derecede enfekte beyin dokusunda perivaskiiler yerlesimli mast
hiicreleri (oklar). Toluidine Blue. Bar: 20 um.

22



S

Sekil 4.13. Hafif siddette enfekte beyin dokusunda perivaskiiler yerlesimli mast
hiicresi (0k). Toluidine Blue. Bar: 20 um.

Sekil 4.14. Siddetli enfekte beyin dokusunda ¢ok sayida Triptaz pozitif mast hiicreleri
(oklar). Avidin-biotin kompleks metot. DAB kromojen. Bar: 20 um.
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Sekil 4.15. Orta siddette enfekte beyin dokusunda triptaz pozitif mast hiicreleri (oklar).
Avidin-biotin kompleks metot. DAB kromojen. Bar: 20 pm.

Sekil 4.16. Hafif siddette enfekte beyin dokusunda triptaz pozitif mast hiicresi (0k).
Avidin-biotin kompleks metot. DAB kromojen. Bar: 20 pm.
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Sekil 4.17. Normal beyin dokusunda perivaskiiler yerlesimli mast hiicresi (0k).
Toluidine Blue. Bar: 20 pm.

Sekil 4.18. Normal beyin dokusunda triptaz pozitif mast hiicresi (0k). Avidin-biotin
kompleks metot. DAB kromojen. Bar: 20 um.

25



Listeria antikoru ile boyanmis preparatlardan yapilan degerlendirmelerde
Listeria grubundaki tiim hayvanlarda immunohistokimyasal olarak pozitiflik gozlendi.
Pozitiflik dereceleri her bir vaka i¢in 1 ile 4 arasinda skorlandi. Dort olguda skor 4
(Sekil 4.19. ve 4.20.), bes olguda skor 3 (Sekil 4.21. ve 4.22.), iki olguda skor 2 (Sekil
4.23.) ve alt1 olguda skor 1 (Sekil 4.24.) olarak belirlendi. Tiim skor degerleri Tablo

4.1.°de 6zetlenmistir.

Tablo 4.1. Lezyonlara ait skor tablosu.

Grup Baskin hiicre MA Pi LmP 0S MHS
1 Notrofil 3 2 3 3 3
2 Mononiikleer 1 3 1 2 2
3. Notrofil 4 4 1 3 4
4, Mononiikleer 1 1 1 1 1
5 Notrofil 3 2 2 2 3
6 Mononiikleer 2 3 2 2 2
7 Notrofil 3 4 1 2 3
8. Mononiikleer 4 3 4 4 4
9. Notrofil 4 4 4 4 3
10. Mononiikleer 3 3 3 3 2
11. Notrofil 4 4 3 4 4
12. Mononiikleer 3 3 1 3 2
13. Mononiikleer 3 4 4 4 3
14. Mononiikleer 2 2 3 3 4
15. Mononiikleer 4 3 1 3 2
16. Mononiikleer 3 2 4 3 2
17. Mononiikleer 2 4 3 3 2
Kontrol - - - - - 1
(n=7)

Kontrol - - - - - 2
(n=1)

MA: Mikroapse, PI: Perivaskiiler infiltrasyon, LmP: Listeria monocytogenes pozitifligi,
OS: Ortalama skor, MHS: Mast hiicre skoru
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Sekil 4.19. Yogun anti-Listeria antijen pozitifligi. Avidin-biotin kompleks metot.
DAB kromojen. Bar: 100 um.

Sekil 4.20. Yogun anti-Listeria antijen pozitifligi. Avidin-biotin kompleks metot.
DAB kromojen. Bar: 20 um.
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Sekil 4.21. Orta siddette anti-Listeria antijen pozitifligi. Avidin-biotin kompleks
metot. DAB kromojen. Bar: 50 pm.

Sekil 4.22. Orta siddette anti-Listeria antijen pozitifligi. Avidin-biotin kompleks
metot. DAB kromojen. Bar: 20 um.
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Sekil 4.23. Hafif dereceli anti-Listeria antijen pozitifligi. Avidin-biotin kompleks
metot. DAB kromojen. Bar: 20 pm.
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Sekil 4.24. Cok hafif dereceli anti-Listeria antijen pozitifligi. Avidin-biotin kompleks
metot. DAB kromojen. Bar: 20 um.
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Histopatolojik skorlar ile mast hiicre skorlar1 arasindaki iliskiyi
degerlendirmek i¢in yapilan Pearson korelasyon testine gore; toplam lezyon skoru ile
mast hiicre skoru arasinda %58,7°lik degerle pozitif korelasyon tespit edildi (P<0,05).
Mikroapse ile mast hiicreleri arasinda da %57,6’lik degerle pozitif korelasyon
belirlendi (P<0,05). Perivaskiiler infiltrasyon ile mast hiicreleri arasinda anlamli bir
korelasyon tespit edilmedi (P>0,05). Son olarak Listeria yogunlugu ile mast hiicreleri
arasinda yapilan analizde de anlamli bir korelasyon belirlenmedi (P>0,05). Listeria
yogunlugunun mikroapse ve perivaskiiler infiltrasyonlar ile arasinda ayri1 ayr
degerlendirildiginde anlaml1 bir korelasyon tespit edilmezken (P>0,05), toplam lezyon
skoru ile karsilastirildiginda %70,2°lik bir oranla gli¢lii bir korelasyon bulundugu
tespit edildi (P<0,01). Pearson korelasyon test sonuglart ve P degerleri Tablo 3.2°de

sunulmustur.

Tablo 4.2. Pearson korelasyon testi sonuglari

. . Perivaskiiler Listeria
Mast hiicre ~ Mikroapse infiltrasyon Yogunlugu
. 0,576
Mikroapse 0.016*
Perivaskiiler 0,363 0,471
Infiltrasyon 0,152 0,056
Listeria 0,335 0,299 0,109
Yogunlugu 0,188 0,244 0,678
Total Lezyon 0,587 0,717 0,545 0,702
Skoru 0,013* 0,001** 0,024* 0,002**

*P<0,05, **P<0,01

Mast hiicre yogunlugunun normal ve enfekte beyinler arasindaki
karsilastirilmasinda yapilan ikili T testine gore enfekte beyinlerdeki mast hiicre
sayisinda kontrole gore anlamli derecede artis gortildii (P<0,01). Mikroapselerdeki
baskin hiicre tipine gore yapilan ikili T testine gore de notrofil 16kositlerin baskin
olarak bulundugu beyinlerde mast hiicre sayisinin anlamli sekilde yiiksek oldugu

belirlendi (P<0,05). Veriler Tablo 3.3’te sunulmustur.
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Tablo 4.3. Baskin hiicreler arasi ve kontrol/enfekte gruplar arasi
karsilagtirma.

Grup Mast Hiicre Yogunlugu
Notrofil 3,333+0,516*
Mononiikleer 2,364+0,924*
Kontrol 1,1254+0,354**
Enfekte 2,706+£0,920**

*P<0,05; **P<0,01
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5. TARTISMA

Mast hiicreleri dogal immun sistemin primer efektor hiicreleri arasinda yer alir
ve genis doku yayilimlari vardir. Ozellikle deride, hava kanallarinda ve
gastrointestinal sistemde bulunurlar (Galli ve ark., 2005). Mast hiicreleri viicuda giren
patojenlerle olasilikla ilk temas eden hiicrelerdir (Gekara ve Weiss, 2008). Ayni
zamanda onceden olugmus yangisal mediatorleri sekresyona hazir halde bekleten tek
hiicrelerdir (Galli ve ark., 1991; Galli ve Nakae, 2003; McLachlan ve ark., 2003).
Patojenlerle enfeksiyon sirasinda mast hiicreleri tarafindan yangi uyarilir ve bu da
enfeksiyonun sinirlandirilmasit ve kontrol altina alinmasinda olduk¢a dnemlidir (St.
John ve Abraham, 2013). Senay ve arkadaslar1 (Senay ve ark., 2020) farelerde ¢esitli
L. monocytogenes izolatlarinin ndrotropizmini  degerlendirdikleri ¢alismada
histopatolojik olarak mikroapse olusumu, perivaskiiler infiltrasyon, meningitis ve
bakteri yogunlugunu degerlendirmislerdir. Ozyildiz ve arkadaslar1 (Ozyildiz ve ark.,
2018) listeriozisli koyun ve keci beyinlerinde GAL-C, GFAP ve MBP’nin varligini
degerlendirdikleri ¢aligmada histopatolojik olarak mikroapse, gliozis, nodronal
dejenerasyon ve nekroz, perivaskiiler mononiikleer hiicre infiltrasyonu ve meningitis
acisindan skorlamalar yapmislardir. Bu degerlendirmelerini beyin kokii, orta beyin ve
beyincik olarak ayri ayri ele almislar ve toplam lezyon skoru belirlemislerdir. Biz
caligmamizda bu iki calismada uygulanan metotlar1 modifiye ettik. Mikroapse ve
perivaskiiler infiltrasyonlarin skorlamasini Senay ve arkadaslarinin ¢alismasini temel
olarak gergeklestirdik. Listeria yogunlugunu degerlendirirken ise Gram boyamanin
yerine immunohistokimyasal olarak Listeria pozitif olarak gozlenen alanlari skorladik.
Bu calismadan farkli olarak fakat Ozyildiz ve arkadaslarmin ¢alismasina benzer

sekilde elde ettigimiz skorlarin ortalamasini alarak toplam lezyon skorunu belirledik.

Mast hiicreleri beyinde de az sayida da olsa mevcuttur (Silver ve ark., 1996).
Beyindeki mast hiicreleri, hem noral hem de vaskiiler yanitlar1 baglatmak i¢in ideal
olarak konumlandirilmis olup, kan-beyin bariyerinin beyin tarafindaki beyin zarlari ve
perivaskiiler alana lokalize edilmistir (Forsythe, 2019). Calisilan ¢ogu tiirde mast
hiicrelerinin tipik olarak iigiincii ventrikiiliin ¢evresinde, talamik/hipotalamik bolge
parankiminde ve koroid pleksusta lokalize oldugu bildirilmektedir (Porzionato ve ark.,

2004). Memelilerde mast hiicreleri en yaygin olarak dorsal talamusta bulunur
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(Florenzano ve Bentivoglio, 2000). Beyindeki mast hiicreleri sabit degildir ve sayilart,
dagilimlan ve aktivasyon durumlari ¢esitli ¢evresel uyaranlara yanit olarak belirgin
ol¢iide degisir (Cirulli ve ark., 1998; Kriegsfeld ve ark., 2003). Nitekim Silverman ve
arkadaslar1 (Silverman ve ark., 2000) ratlarda peritonal mast hiicreleri piirifiye ettikten
sonra bu hiicreleri PKH26 veya CellTracker Green canli boyalari ile isaretlemis ve
bunlar1 konak hayvanlara enjekte etmisler, bir saat sonra bu isaretli mast hiicrelerini
talamik kan damarlarina yakin sekilde gozlemislerdir. Beyne gb¢ eden mast
hiicrelerinin toplam mast hiicre popiilasyonunda ~%2-20 oraninda bulundugunu ve
buradan yola c¢ikarak mast hiicrelerinin damarlardan beyne go6¢ ettigini rapor
etmiglerdir. Calismamizda normal beyin dokularinda mast hiicre sayisinin enfekte
beyinlere gore anlamli derecede diisiik oldugu gozlendi. Ayrica enfekte beyin
dokularinda mast hiicrelerinin 6zellikle yangili alanlarda artis gosterdigi ve nispeten
normal olan beyin boliimlerinde de kontrol beyinlerinde oldugu gibi diisiik sayida
oldugu goriildii. Bu artisin daha 6nce bildirilen sekilde mast hiicrelerinin enfekte olan

beyin bolgelerine gogii ile sekillenmis olmasi miimkiin goriinmektedir.

Gekara ve Weiss (Gekara ve Weiss, 2008) farelerde Listeria monocytogenes
tarafindan olusturulan peritonitis modelinde mast hiicrelerinin enfeksiyon kontroliinde
onemli rollerinin oldugunu rapor etmislerdir. Caligmalarinda enfeksiyonun
baslangicinda etkenlerin fagositozunun mast hiicreleri tarafindan degil, nétrofiller ve
makrofajlar tarafindan gerceklestigini  gérmiislerdir. Bununla beraber mast
hiicrelerinden yoksun farelerde etkenin kontroliiniin bozuldugunu goézlemislerdir.
Buradan yola ¢ikarak da mast hiicrelerinin Listeria monocytogenes enfeksiyonunu
takiben hizlica degraniile oldugunu ve boylece TNF-alfa gibi salinan pro-inflamatuar
mediatorlerin nétrofilleri enfeksiyon bolgesine ¢ektigini belirtmislerdir. Yangi
hiicrelerinin bolgeye cekilmesinin ardindan TNF-alfa ayn1 zamanda nétrofillerin
bakterisidal aktivitelerini artirarak bakterilerin ortadan kaldirilmasini kolaylastirir
(Malaviya ve Abraham, 2001). Calismamizda mast hiicre yogunluklari ile total lezyon
siddeti arasinda, 6zellikle de mikroapse olusumlar ile yiiksek derecede pozitif bir
korelasyon gozlenmistir. Perivaskiiler hiicre infiltrasyonlarinin Listeria yogunlugu ile
arasinda ise anlamli bir korelasyon gozlenmemistir. Bu da mast hiicrelerinin sayica
artisinin parenkimal lezyonlarda daha belirgin bir siddetlenmeye neden olabilecegini

gostermektedir. Listeria yogunlugunun lezyon siddetine dogrudan yiiksek oranda katk1
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yaptigi goriilmektedir. Bu da etken uyarimina bagli olarak lezyon siddetinin beklendigi

gibi arttigin1 gostermektedir.

Mast hiicrelerinden salinan TNF-alfanin yaninda l6kotrienler veya triptaz gibi
proteazlarin da notrofillerin  mobilizasyonunda 6nemli rollerinin  oldugu
tanimlanmustir (Zhang ve ark., 1992; Malaviya ve ark., 1993; Malaviya ve Abraham,
2000). Mast hiicrelerinin yangiy1 aktive etmelerinin yaninda direk olarak fagositozis
veya mast hiicre ekstraseliiler tuzaklar1 (MCETs) ile patojenlerin yok edilmesi
gorevleri de vardir. MCETs antimikrobiyel peptidleri, histonlar1 ve graniiler proteinleri
iceren niikleer DNA yapilaridir. Bu yapilarin farkli tipteki ekstraseliiler bakterileri
tuzaga diislirip, onlar1 antimikrobiyel bilesiklere maruz birakmasi s6z konusudur (Von
Kockritz-Blickwede ve ark., 2008). Campillo-Navarro ve arkadaslart (Campillo-
Navarro ve ark., 2017) L. monocytogenes ile enfeksiyon sonrasinda MCETS denilen
DNA’lar salindigimi ve bu DNA’larin histon ve triptaz ile kompleks oldugunu
bildirmiglerdir. Yazarlar L. monocytogenes uyarimli mast hiicrelerinden salinan bu
mikrobisidal mast hiicresi ekstraseliiler tuzaklarinin varligini ve mast hiicrelerinin bu
enfeksiyonda yalnizca yangisal uyarimda rol oynamayip ayni zamanda etkenle direk
miicadelede rol alabilecegini rapor etmislerdir. Ayrica MCETSs’lerin  beta-
hexosaminidase aktivitesi PUGNAc ile bloke edildiginde, bakteriyel biiyiimenin
baskilanmasinda bir kayip oldugunu gézlemisler ve beta-hexosaminidase’in MCETs
antibakteriyel aktivitesine katki sagladigini bildirmislerdir. Gekara ve Weiss (Gekara
ve Weiss, 2008) L. monocytogenes ile enfeksiyon sonrasi 3 saatte mast hiicreleriyle
iligkili noétrofil desteginin sekillendigini ve mast hiicre sayilarinin da bu siirecte sabit
kaldigini belirtmislerdir. Campillo-Navarro ve arkadaslar1 da (Campillo-Navarro ve
ark., 2017) L. monocytogenes enfeksiyonu sonrasi 2 saat igerisinde MCETs iiretiminin
sekillendigini ve bu yonleriyle etkenle miicadelede mast hiicrelerinin akut donemde
rollerinin oldugunu fakat yerlesik 6zelliklerinden dolayr immuniteye dair rollerinin
daha fazla aydmnlatilmaya ihtiyag duyuldugunu belirtmiglerdir. Calismamizda
mikroapselerdeki baskin hiicreler agisindan degerlendirme yapildiginda nétrofil
baskin mikroapselere sahip olan beyin dokularinda mast hiicrelerinin mononiikleer
hiicre baskin olanlara gore anlamli derecede yiiksek oldugu goriilmektedir. Bu durum
yukarida sozii edilen bilgilerle uyumlu olarak mast hiicrelerinin L. monocytogenes ile

enfeksiyonun akut doneminde daha belirgin sekilde artis gosterdigine isaret
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etmektedir. Yine calismamizda mast hiicre sayisinin Listeria yogunlugu ile iliskisine
bakildiginda korelasyonun diisiik oldugu ve istatistiksel olarak anlamli olmadigi
goriilmektedir. Total lezyon skoru ile Listeria etkeni yogunlugu arasinda ise arasinda
oldukea giiclii bir korelasyon gozlenmistir. Bu durum yanginin siddetinin artmasindan
ziyade, artan mast hiicre yogunluklarmin Listeria yogunlugunun azalmasinda etkili
olabilecegini gostermektedir. Nitekim MCETs ile ilgili bilgiler dikkate alindiginda
mast hiicrelerinin yangisal uyarimin yaninda etkenleri direk olarak yikimlama

kabiliyetlerinin 6n planda oldugu diisiiniilebilir.

35



6. SONUC ve ONERILER

Mast hiicreleri ve glia hiicreleri ile yangisal mediatorlerin salinimi arasindaki
stirekli pozitif geri besleme mekanizmasindan dolayi, az sayida mast hiicreleri dahi
beyinde onemli derecede ndroinflamasyonu uyarabilir (Hendriksen ve ark., 2017;
Gupta ve Harvima, 2018). Calismamizda da mast hiicre yogunlugunun lezyonlarin
siddetinin artisiyla pozitif bir korelasyonunun oldugu gbzlenmistir. Mast hiicrelerinin
noroinflamasyona katkilar1 1yi bilinmekle beraber, beyin mast hiicrelerinin
homeostatik fonksiyonlarimi anlamak i¢in heniiz bilgiler ¢ok simirhidir (Forsythe,
2019). Mast hiicre kokenli proteazlar ve proteoglikanlar, 6zellikle de heparin ve
kondroitin ~ siilfat beyin zedelenmesini takiben olusan yangiyla iligkili
norodejenerasyona karst koruyucu olabilir (Zhang ve ark., 2011; Nelissen ve ark.,
2013). Calismamizda elde ettigimiz sonuglara gore artan mast hiicre yogunlugunun
etken diizeyinde azalmayla iligkisi olsa da, olusan lezyonlar agisindan 6zellikle de akut
donemde siddeti artirict bir roliinlin oldugunu sdyleyebiliriz. Listeriozisli koyunlarda
mast hiicrelerinin beyin dokusundaki lezyonlarla ve etkenle miicadeleyle iligkisinin
molekiiler diizeyde daha yiiksek sayida 6rnek iizerinde yapilacak calismalarla net

olarak ortaya konulabilmesi miimkiin olabilecektir.
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