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ONSOZ

Sigir tiiberkiilozu 6nemli oranda ekonomik kayiplara sebep olan zoonoz bir
hastaliktir. Ekonomik kayiplara neden olmasinin yaninda, diger memeli hayvanlara ve
insanlara bulasabilmesi nedeniyle 6nem arz etmektedir. Hastaligin genel bulagma yolu
aerojen olmasina ragmen, daha az siklikla enfekte et, siit, ekipmanla, koitusla ve
intrauterin bulagma ile yayilan hastaligin, yapilan eradikasyon calismalariyla bazi
iilkelerde oniine ge¢ilmis olmasina ragmen, 6zellikle gelismekte olan iilkelerde biiyiik
bir saglik sorunudur. Nitekim Diinya Hayvan Sagligi Organizasyonu tarafindan
hastalik etkeni olan Mycobacterium bovis’in, 11l. seviye biyogiivenlik gerektiren bir
organizma oldugu bildirilmistir. Diinya Saghk Orgiitii, Birlesmis Milletler Gida ve
Tarim Organizasyonu ve Diinya Hayvan Saglig1 Organizasyonu daimi olarak birlikte
hareket ederek diinyada hastaliktan korunma, tedavi ve eradikasyon hakkinda ortak bir
yol haritas1 belirlemektedirler. Hatta bu kuruslar 2030 yilina kadar tiiberkiiloz
hastaliginin %80 azaltilmasin1 planlamaktadirlar. Buna ek olarak 2017 yilinda G20
Forumu liderleri hastalikla ilgili arastirma ve gelistirme ihtiyaci ile antimikrobiyal
direncin iistesinden gelmek amaclariyla Tek Saglik yaklasimi c¢agrisinda
bulunmuslardir. Bu amaglarla yayinlanan yol haritasinda 10 dncelikten biri de bilimsel
kanit temelinin gelistirilmesidir. Bilimsel kanit temelinin ana bagliklar1 altinda da
teshisin dogru konulmasi ve arastirmalarda bosluklart doldurmak konulari
bulunmaktadir. Yapilan tez calismasinda da dogal sigir tiiberkiilozunda goriilen
tiiberkiil yapilarinin olusumunda etkili mekanizmalarin makroskobik, histopatolojik

ve immunohistokimyasal yontemlerle ortaya koyulmasi planlanmaktadir.

Bu c¢aligmanin yiiriitiilmesinde degerli yardimlarmi gordiigiim, ¢aligma
konusunu incelemem icin bana veren, ¢alismalarim siiresince her tiirlii yardimlarini
esirgemeyen, kaynak ve yontem agisindan bana siirekli yol gosteren, bilgilerini
benimle paylasan, bilgi ve onerilerinden yararlandigim ve ilerleyen meslek hayatimda
yararlanacagimi diistindiiglim Hocam ve doktora tez danigmanim Sayin Prof. Dr. Sevil

ATALAY VURAL’a, Patoloji Anabilim Dali1 Bagkani ve tez izleme komitesinden Prof.
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1. GIRIS

Sigir tiiberkiilozu, asit fast 6zelligi olan Mycobacterium tuberculosis complex
grubunda yer alan ve 6zellikle M. bovis’in sebep oldugu kronik, enfeksiydz, zoonoz
bir hastaliktir. Diinya ¢apinda ¢ok 6nemli salginlara ve ekonomik kayiplara sebep
olmaktadir. Bu hastalik kuslar, kemirgenler, siiriingenler de dahil olmak iizere birgok
evcil ve yabani hayvanlarda goriilmektedir (Haligur ve ark., 2007; Mitchell, 2012;
O'Reilly ve Daborn., 1995; Reavill ve Schmidt, 2012; Shivaprasad ve Palmieri, 2012
ve Thoen, 2018).

1.1. Tarihce

Tiiberkiiloz antik ¢aglardan beri bilinen zoonotik bir hastaliktir (Lawn ve Zumla,
2011). Milattan dnce 4000’lerde insan iskelet kalintilarinda, MO 3000 ile 2400 yillar:
arasinda Misir mumyalarinin omurga kemiklerinde, 17.000 yil 6ncesine ait bizon
kalintilarinda hastalik etkenine rastlanmistir (Rothschild ve ark., 2001 ve Zink ve ark.,

2003).

Arastirmalarda, hem insanlarda hem de hayvanlarda MTBC genlerinin
bulunmasi nedeniyle, Tiiberkiilozun sigirlardan m1 insanlara, yoksa insanlardan mi
sigirlara  gectigl saptanamamistir (Pearce-Duvet, 2006). Ayni zamanda bazi
arastiricilar (Pearce-Duvet, 2006) insan ve hayvan tiiberkiilozu ve etkeninin ortak bir
atadan gelip gelmediginin bilinmedigine dikkat ¢ekerken, bazilar1 da hayvanlarda
hastalik yapan etkenin, Neolitik Donemden bile 6nce insanlar1 enfekte edebildigini ve

bunlarin ortak bir atadan geldiklerini belirtmislerdir (Comas ve Gagneux, 2009).



Akcigerlerde goriilen tliberkiiller, hastaliga ait karakteristik bulgular olarak
bildirilmesine ragmen, hastalikta pek ¢ok sistemin etkilenmesi ve buna gore farkli
semptomlarin goriilmesi nedeniyle; 1820’lere kadar tiim bu semptomlar, tek bir
hastaliga ait olarak kabul gérmemistir (Trail, 1970). Sonrasinda ise J. L. Schonlein
tarafindan hastaligin adi “Tuberculose” olarak koyulmustur (Jay ve ark., 2018 ve
Schonlein, 1832). Fransizca olan bu kelimenin kokeni ise Latincede kiiglik sislik,
yumru anlamina gelen “tuber”’den gelmektedir. Aym1 kokenden gelen “Tuberculum”
kelime sonuna anormal ya da hastalikli durumu belirten “-osis” son eki getirilerek

Tiiberkiiloz halini almistir (McCarthy, 2001).

Hastalik etkeninin bugiin ki bildigimiz basil olarak tanimlanmasi ise 24 Mart
1882'de Robert Koch tarafindan yapilmistir. Koch’un Tiiberkiiloz basilini tanimladigi
24 Mart giinii, her y1l “Diinya Tiiberkiiloz Giinii” olarak kutlanmaktadir. Robert Koch,
1905 yilinda yapmis oldugu bu tammlamadan dolayr, Nobel Odiiliinii almistir
(Anonim, 1905). Baz1 arastirmacilar (Comas ve Gagneux, 2009 ve Pearce-Duvet,
2006), insan ve s18ir tiiberkiilozunun benzer oldugu goriisiinii ileri slirerken Koch, bu
goriisii kabul etmemistir. Bu da siitiin enfeksiyon kaynagi olarak taninmasini

geciktirmistir (Waddington, 2004).

Koch 1890 yilinda M. tuberculosis’in tiretildigi kiiltiirleri kaynatip “tiiberkiilin”
adim1 verdigi ekstrakti hazirlamis ve ilag olarak kullanima sunmustur (Dacso, 1990).

Zaman icinde de hastalikta tarama testi olarak kullanilmaya baglamistir (Waddington,

2004).

Albert Calmette ve Camille Guérin ise 1906’da, zayiflatilmis sigir susunun asi
gibi kullanilmasini saglayarak hastaliga kars1 bagisiklik kazanilmasinda ilk gercek
basariyr elde etmislerdir (Bonah, 2005). Bu asiya basil Calmette — Guérin adi
verilmistir. BCG asis1 ilk kez 1921'de Fransa'da insanlarda kullanilmis, ABD, Biiyiik
Britanya ve Almanya'da II. Diinya Savasi'ndan sonra yaygin kabul gérmiistiir (Bonah,

2005 ve Comstock, 1994).



Anadolu’da hastalikla ilgili miicadeleye ait belgeler, Osmanli Devleti’nde ilk
kez 1898 yilinda “Cemiyeti Tibbiye-i Sahane” tarafindan sunulmasma ragmen
donemin sosyo-ekonomik zorluklarindan dolayi, gerekli 6nlemler alinamamistir (Unat,
1979). Trablusgarp Savasi, Balkan Savaslar1 ve 1. Diinya Savasi’nda vakalarda artis
goriilmis, 1918’de “Osmanli Tiiberkiiloz ile Miicadele Dernegi” kurulmus, ancak
kurulmasindan kisa bir siire sonra Istanbul’un isgal edilmesiyle faaliyetlerini
durdurmustur (Frik, 1981). Tiirkiye Cumhuriyeti’nin kurulmasindan sonra ise gerekli
kaynaklar olmamas1 nedeniyle hastaliga kars1 miicadelede sivil toplum kuruluslar1 6n
plana ¢ikmistir ki, bunlardan ilki 1923’te Izmir’de Dr. Behget Uz tarafindan kurulan
“Verem Miicadele Cemiyeti”dir. BCG asisinin kullanilmaya baglamasi ise 1932°te
Saglik Bakanlig: tarafindan asinin iretilmesiyle olmustur (Aksu ve Toprak, 2012 ve

Erzin, 1950).

1.2. Sigir Tiiberkiilozu

1.2.1. Sigir Tiiberkiilozunun Etiyolojisi

Mycobacterium bovis, Mycobacterium tuberculosis complex’inde bulunan
insan ve sigirlar dahil, memeli hayvanlarda bulagici Tiiberkiiloz hastaligini olusturan
bir etkendir (Gao ve ark., 2022 ve Nebreda ve ark., 2016). MTBC yap1 olarak birbirine
benzeyen, M. tuberculosis, M. bovis, M.africanum, M. microti, M. bovis BCG, M.
canetti ve M. caprae comb. nov., sp. nov. bakterilerini igeren bir komplekstir (Aranaz
ve ark, 2003; Behr ve Small, 1999; Nebreda ve ark., 2016 ve van Soolingen ve ark.,
1997) (Cizelge 1.1). MTBC bakterileri niikleotid seviyesinde %99,9 benzerdir ve ayni
16S rRNA sekansini igerirler (Brosch ve ark., 2002). M. bovis, gram (+), asit fast,
cubuk seklinde, 4 pum boyutlarinda konak ile iliskili, 37 °C optimum yasam sicakligina
sahip mezofilik, aerobik bir bakteridir (Garnier ve ark., 2003 ve Quinn ve ark., 2011).
M. bovis, cevrede, binalarda, ulasim araglarinda, merada ve toprakta uzun siire

yasayabilen giiclii bir patojendir. Etkenin toprakta 2 seneye kadar, inek digkisinda ise



degisik mevsimlerde (kisin 5 aya, sonbaharda 4 aya, yazin 2 aya kadar) uzun siire

yasayabildigi bildirilmistir (Ayele ve ark., 2004 ve Wray, 1975).

Cizelge 1.1. Mycobacterium tuberculosis complex’de bulunan patojenik etkenler ve
primer izolasyon kaynaklar1 (Nebreda ve ark., 2016).

Etken Primer kaynak

Mycobacterium tuberculosis Insan

Mycobacterium africanum Insan (Bat1 Afrika)

Mycobacterium canettii Insan (Afrika’nin Boynuzu)
Mycobacterium bovis Sigir ve diger hayvanlar
Mycobacterium bovis BCG Ast

Mycobacterium microti Tarla faresi ve diger kiiciik kemirgenler
Mycobacterium caprae Keci, sigir ve diger hayvanlar (Avrupa)
Mycobacterium pinnipedii Fok baligi

MTBC’inde yer alan etkenlerin genel yapis1 6 katmandan olusmaktadir.
Bunlar hiicre membrani, periplazma, peptidoglikan, arabinogalaktan, mikobakteriyel
dis membran (mikomembran) ve kapsiilden ibarettir (Sekil 1.1). Hiicre membrani
fosfolipitlerden olugmaktadir. Periplazma, hiicre membran1 ve peptidoglikan katman
arasinda bulunan boliimdiir. Peptidoglikan katman N-asetil-glikozamin ve N-asetil
muramik asit igerir. Arabinan ve galaktanin baglanmasindan olusan katman
arabinogalaktan katman olarak bilinirken, mikolik asit, serbest lipit ve glikolipit
bulunan katman ise mikomembran olarak bilinir. Kapsiilde de serbest protein ve lipitler
bulunur. Tiim tabakalarda ayrica mevcut yapilara ek olarak lipoarabinomannan
bulunur. LAM hiicre duvarinda bulunan lipoglikan yapida, major bir viriilans
faktoriidiir. Ayn1 zamanda, konak direncini ve kazanilmis bagisiklig1 zayiflatarak,
etkenin hayatta kalmasini saglamaktadir. Etken yapisinda yer alan LAM’lar nedeniyle
(ManLAM, LAM, AraLAM) kolaylikla fagosite edilememektedir. Nitekim ManLAM
bir taraftan makrofajlar1 inhibe ederken, nétrofilleri aktive etmektedir. AraLAM ise

kemokin ve IL (6zellikle IL8) yapimini uyarmaktadir (Raffetseder, 2016).
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Sekil 1.1. Mycobacterium tuberculosis complex’te bulunan etkenlerin hiicre duvarinin

membrani Periplazma Peptidoglikan Arabinogalaktan ~Mikomembran

Hiicre

sematize yapisi (Raffetseder, 2016).

Mikolik asitten olusan mikomembran, mikobakteriyel dis membran olarak
bilinmektedir. Bu yapt MTBC’lerin karakteristik mumsu tabakasini olusturmaktadir
(Hett ve Rubin; 2008 ve Kieser ve Rubin, 2014). Mikomembranda ayrica glikolipit,
dimikoserozat, dimikolitrehaloz, sulfolipit ve fosfatidilinositol mannozitler bulunur.
Bu yap1 bakterilerin teshisinde kullanilan boyalarin emilmesini engelleyerek,
mikobakteriyel etkenlere asit-fast etki vermektedir. Bu 6zellik karbol fuksinin etkenin
hiicre duvar1 tarafindan emilmesini ve asidik c¢oziiciilerden etkilenmemesini

saglamaktadir (Garnier ve ark., 2003 ve Quinn ve ark., 2011).



1.2.2. Sigir Tiiberkiilozunun Yayilmasi

Sigir tiiberkiilozu, sigirlar arasinda zayif yayilima sahip olmasina ragmen
hastaligin kronik seyretmesi ve ge¢ farkedilmesi nedeniyle yayilma potansiyeli yiiksek
bir hastaliktir. Bu nedenlere bagli olarak hastaligin yayilimi1 da karmasiktir. Hastaligin
enfeksiyon riski ve bireysel hayvanlarda seyri yas, 1rk, konak genetigi gibi durumlarla
degisebilmektedir. (Allen ve ark., 2010; Bermingham ve ark., 2014; Brooks-Pollock
ve ark, 2013 ve Downs ve ark., 2016). Sigirlarda bulagsma yolu genellikle horizontal
olmasina ragmen enfekte olan tiim hayvanlar enfeksiyonu bulastirmaz (Cousins, 2001).
M. bovis ¢evreye dayanikli bir bakteri olmasina ragmen (Ayele ve ark.,2004 ve Wray,
1975), bulasmanin genellikle hasta hayvanlar tarafindan salinan bakteri igeren
damlaciklar sayesinde olmaktadir. Bulagsma 6zellikle siit¢ii sigirlarda, sagim esnasinda
ve kis aylarindaki yakin temas nedeniyle daha kolay sekillenmektedir. Buzagilarda,
kedilerde ve domuzlarda bulasma genellikle enfekte siitiin alinmasiyla goriiliir. Bazi
iilkelerde merada yetistirilen sigirlarda bulasma kaynagi olarak yabani hayvanlar
(Avrupa’da porsuk; Yeni Zelanda’da fir¢a kuyruklu keseli sican; Afrika’da Cape
buffalo ve diger ruminantlar) goriilmektedir. Yabani ya da ciftlikte yetistirilen geyikler
de hastaliga duyarli olduklarindan enfeksiyon kaynagi olarak kabul edilmektedir. Buna
karsin yabani domuzlarda enfeksiyon genellikle sindirim kanalinda goriildiigiinden ve
lezyonlar az sayida bakteri i¢eridiginden bulagma i¢in diisiik risk kaynagi olarak kabul

edilmektedir (Corner, 2006 ve Quinn ve ark., 2011).

1.2.3. Sigir Tiiberkiilozunun Epidemiyolojisi

Sigir tiiberkiilozu Diinya’da yaygin goriilen hastaliklardan birisidir. WOAH-
WAHIS veritabaninda kayith olan 187 {ilkede en son kayit altina alinmis olan
Temmuz-Aralik 2018 tarihine gore; hastalik evcil hayvan popiilasyonlarinda 72 iilkede

bildirilmis, 108 iilkede bildirilmemis, 6 iilke i¢inse herhangi bir bilgi sunulmamistir



(Sekil 1.2). Yabani hayvanlarda ise hastalik 21 iilkede bildirilmis, 95 iilkede

bildirilmemis, 63 iilkede herhangi bir bilgi sunulmamustir.

Ulkemizde yine WOAH-WAHIS e gore ise evcil hayvan popiilasyonlarinda 70
ilde hastalik bildirilmis, 11 ilde (Batman, Bitlis, Hakkari, Igdir, Karaman, Kilis, Siirt,
Sanlwrfa, Sirnak, Trabzon, Yalova) hastalik bildirilmemistir (Sekil 1.3). Yabani
hayvanlarla ilgili herhangi bir bilgi sunulmamistir (WOAH, 2018).
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Sekil 1.2. Diinya’da sigir tiiberkiilozunun varligi. (BBEEl Hastalik bildirilmedi; NI
Hastalik Bildirildi; =1 Veri Yok; ] Hastalik Yok).




Sekil 1.3. Tiirkiye’de sigir tiiberkiilozunun varhigi (B2 Hastalik Bildirilmedi; B
Hastalik Bildirildi).

1.2.4. Sigir Tiiberkiillozunun Bulasma ve Patogenezi

Sigirlarda hastaligin  bulagsmasi horizontal ve vertikal yolla olmaktadir.
Horizontal bulagmada daha ¢ok alimenter, aerojen, venereal ve intrauterin yol, enfekte
sperm ve suni tohumlama ekipmani; vertikal bulasmada ise daha ¢ok herediter ve
konjenital olaylar etkilidir. Bu bulagma yollarindan 6ncelikle horizontal yol, bunlardan
da bilhassa aerojen yolla damlaciklar araciliiyla yayilim en 6nemlisidir. Bunu enfekte
hayvanin eti, siiti, et ve siit lrtinleri ile enfekte suyun tiikketilmesi izlemektedir.
Intrauterin ve koitusla bulagsma nadirdir. Yabani ya da ¢iftlikte yetistirilen geyiklerde
hastaliga duyarli olduklarindan enfeksiyon kaynagi olarak kabul edilmektedir. Buna
karsin yabani domuzlarda enfeksiyon genellikle sindirim kanalinda goriildiigiinden ve
lezyonlar diisiik sayida bakteri i¢eridiginden bulagma i¢in diisiik risk kaynagi olarak
kabul edilmektedir (Corner, 2006 ve Quinn ve ark., 2011). Bulasmada yas, 1rk, konak

genetigi vb. predispoze faktorler gozardi edilmemelidir.



1.2.4.1. Aerojen (Damlacik) Enfeksiyonu

M. bovis gevreye dayanikli bir bakteridir ve bulagma genellikle hasta hayvanlar
tarafindan ¢ikarilan bakteri iceren damlaciklar sayesinde olmaktadir. Hayvanin aksirik,
oksiirtik ile sactig1 etkenler siiratle saglikli hayvanlar arasinda yayilir (Bates, 1980 ve
Ratcliffe, 1952). Aerojen yolla alinan bu etkenler tonsillerde, retrofaringeal bolgede

bolgesel lenf diigliimlerinde replike olurlar ve akcigerlere gegerler.

Bazi arastiricilar tonsillerde lokalize olan lezyonlarin sekillendigine dikkat
cekerlerken, bazilar1 da herhangi bir lezyon sekillenmese bile, tonsillerden etken izole

ve identifiye edildigini belirtmislerdir (Cassidy ve ark., 1999).

Etken, akcigere geldikten sonra alveoler makrofajlarca fagosite edilmektedir.
Alveoler makrofajlarda ya tamamen parcalanmakta ya da ¢ogalmaktadir. Etken hiicre

duvarinda bulunan LAM nedeniyle kolaylikla fagosite edilemez.

Eger etken makrofajlarca yok edilemezse, geldigi yerde ilk lezyon sekillenmeye
baslar. Aslinda “primer odak™ olarak tanimlanan bu lezyonlar sitokinlerin araciligiyla
olusan hipersensitive reaksiyonu seklinde gelisir. Primer odakta akcigerin ilk etkilenen
organ oldugu diisiliniilse de lezyonlarin daha yaygin olarak torakal boslukta, 6zellikle
brongiyal ve mediastinal lenf diiglimlerinde goriilmiis olmasi bu organlarin da
hastalikta ilk once etkilenen organlardan oldugunu diistindiirmektedir (Stamp, 1948).
Akcigerlerde, yaygin purulentten kazedze kadar degisen bir yangi olabilecegi gibi
tiiberkiillerle karakterize prodiiktif yangi da sekillenebilir. Bu lezyonlarin farkl
sekillenmesinde en 6nemli sart, etken patojenitesi ve konak immunitesine aittir. Ciinkii
etken patojenitesi yiiksek, konak immunitesi diisiikse daha cok eksudatif/kazeoz
karakterde lezyonlar olusurken; etken patojenitesi diisiik, konagin immunitesi

yiiksekse de tiliberkiil ile karakterize prodiiktif lezyonlar olusmaktadir (Hunter, 2011).



Primer odakla birlikte, bolgesel lenf diigiimlerinde de lezyonlarin sekillenmesi
ise “primer kompleks” olarak tanimlanir (Dungworth, 1985). Akciger ve lenf
diigtimlerinde nodiiler lezyonlarin gériilmesi primer kompleks ya da Ghon kompleksi
olarak isimlendirilmistir (Ghon, 1912). Sigirlarda primer kompleks konake1 etkin
immun sisteme sahip ise tamamen iyilesebilir ya da oldugu gibi kalir (Domingo ve
ark., 2014). Ancak, enfekte olan hayvanda immun sistem baskilanmigsa ya da immun
cevap etkisiz kalirsa, primer enfeksiyon baslangic doneminde generalize enfeksiyona
doniisebilir (erken generalizasyon). Re-enfeksiyon ya da post-primer sathada
hematojen ya da lenfatik yayilmayla olusan generalizasyon ‘gec¢ generalizasyon’
olarak bilinmektedir. Konagin immun sistemi yetersiz kalirsa da etkenler kan ve/veya
lenf damarlar1 aracilifiyla 6zellikle kronik olgularda kanallar araciligiyla yayilarak
yakin (plora) ve/veya uzak organlarda da (periton, karaciger, bobrek, dalak, iskelet,
meme bezleri, lireme yolu ve merkezi sinir sistemi) lezyonlar olusturabilir (Domingo

ve ark., 2014).

Kronik enfeksiyonlarda, farkli zamanlarda bakteriyeminin olmasi nedeniyle
prodiiktif lezyonlarin boyutlar1 milierden nodiilere kadar degismektedir. Eger hastalik
tyilesirse, enfeksiyon sonrasi herhangi bir anda re-enfeksiyon ya da siiper enfeksiyon
da sekillenebilir. Brongiyoler ya da bronsiyel kanallarla yayilan etken sonucu
multikofal kazedz nekrozun goriildiigii daha sonra da kaverndz lezyonlarin olustugu
kronik organ tliberkiilozu goriiliir. Bunlara brons ve trakeada iilserler eslik eder.
Lezyonlarin kireglenmesi bu asamada belirgin degildir. Serozal yiizeylere, 6zellikle
plora, perikard ya da peritona generalizasyon sonrasinda, inciye benzetilen 5-10 mm
arasinda degisen c¢aplara sahip ¢ok sayida tiiberkiil olusabilir. Serozal yilizeylere bu
sekilde yayilim, lenf kanallar1 yoluyla ya da etkilenen organlarda erozyona ugrayan
graniilomatdz lezyonlarin kavitasyon alanlarina lokal uzanimiyla meydana gelebilir.
Serozal generalizasyon sigirlarda yaygindir, ancak diger evcil ruminant tiirlerinde

nadiren goriilmektedir (Domingo ve ark., 2014).
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1.2.4.2. Alimenter Enfeksiyon

Hasta hayvanlarin etleri, siitleri ve bunlardan hazirlanan iiriinler, kontamine su
ve kullanilan kaplar enfeksiyon kaynaklaridir. Ozellikle buzagilarda, kedilerde
(Haligur ve ark., 2007) ve domuzlarda bulagsma genellikle enfekte siitiin alinmasiyla
goriiliir. Alimenter yolla alinan etken nazofaringeal ve/veya faringeal mukozaya, bolge
lenf diiglimlerine, nadiren tonsillere ve bagirsaklara ve 6zellikle mezenteriyel lenf
diigiimiine gelerek primer odagi sekillendirirler (Terefe, 2014). Buradan da yeniden
kan ve/veya lenf damarlar1 araciligiyla tiim organizmaya yayilarak generalize

enfeksiyon olustururlar (Neill ve ark., 1994).

Aerojen ve alimenter yolla bulasmada hastaligin patogenezi Sekil 1.4°de

verilmistir.
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Aragstiricilar alimenter enfeksiyonun olusumu i¢in 6nemli miktarda hastalik
etkeninin alinmasina dikkat ¢ekmislerdir (Francis, 1958; Francis, 1971; Griffin ve
Dolan, 1995 ve Wells ve ark., 1948).

1.2.4.3. intrauterin ve Koital Enfeksiyon

Bulagsma ya generalize enfeksiyonda kan yolu ile etkenin genital sisteme
ulagmast veya hasta erkek hayvan ya da enfekte suni tohumlama materyalinin,
sperminin kullanimi ile gerceklesmektedir. Lezyonlar daha g¢ok vulva-vaginada,
uterusta, nadiren penistedir. Abortus ve interfiliteye neden olmasinin yaninda
intrauterin yolla umbilikal kord araciligiyla fotiis enfekte olabilir (Vural ve Tunca,
2001). Intrauterin bulagsma goriilen yeni doganlarda lezyonlar genellikle karaciger,

portal lenf diigiimleri ve dalakta (Sekil 1.5) goriilmektedir (Erer ve Ozdemir, 2021).

Aerojen Enfeksiyon | Alimenter Enfeksiyon | Enfekte;
i L - Sperm
Generalize Tiiberkiiloz | Generalize tiiberkiiloz - Suni tohumlama materyali
Penis Koitus Ut;rus

v
Peniste lezyon / Uterusta lezyon

Gebe Hayvan Gebe olmayan
I'e hayvan
intrauterin bulasma —

i Uterus tliberkiilozu
Yavruda;
- Dalak
- Karaciger
- Portal lenf yumrularinda

tiiberkiller

Sekil 1.5. Koital ve intrauterin enfeksiyonda hastaligin patogenezi.
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1.2.4.4. Klinik Bulgular

Sigir tiiberkiilozu klinik olarak genellikle asemptomatik seyreder. Hastaligin
genel bulgular1 arasinda progresif zayiflama, tekrarlayan dalgali ates, degisen
derecelerde istah kaybi ve anoreksi bulunur. Lokalize tiiberkiilozda ise hastaligin

bulundugu yere gore klinik semptomlar degisiklik gostermektedir.

Solunum sisteminin etkilendigi durumlarda; kronik solunum hastaligi formunda
sabah saatlerinde, soguk havalarda ve egzersiz sonrasi kotiilesen nemli Oksiiriik,
ilerledigi durumlarda dispne, tasipne ve hiperpne ile seyreder. Akcigerdeki
graniilomatdz lezyonlar nedeniyle oskiiltasyon ve perkiisyonda matite tespit edilebilir.
Genital form yaygin olmayan bir form olmasina ragmen metritis ve abort nedenidir.
Erkek hayvanlarda kronik induratif orsitis goriilebilir. Meme etkilendiginde kronik
induratif mastitis, hipertrofi ve supramammar lenf diiglimlerinde biiyiime gozlenir.
Sindirim sistemi etkilendiginde ise disfaji ve diare, aralikli olarak da konstipasyon
goriilebilir (Petrovski, 2015). Yiizeysel lenf diiglimlerinin biiyiimesi tanida yararli bir
isaret olabilir. Yizeysel olmayan etkilenen lenf diigiimleri her zaman palpe
edilmeyebilir. Ancak solunum yollarinda, farenskte tikanma ve daralmalara neden
olarak nefes darligi, bagirsaklarda tikanma ve daralmalara neden olarak ruminal

timpaniye neden olabilirler (Thoen, 2018).

1.2.4.5. Makroskobik Bulgular

Morfolojik olarak prodiiktif ve eksudatif olmak iizere 2 tip degisiklik goriiliir.
Bunlardan prodiiktif lezyonlarda tipik tiiberkiil olarak bilinen, degisik boyutlarda,
tamami ya da bir bolimii bag dokusundan kapsiille sarilmis, merkezinde degisen
derecelerde mineralizasyon goriilen nekrotik alan bulunan, sari-boz renkli sinirh

yangisal graniilomatdz nodiillerdir (Aranday-Cortés ve ark., 2012; Domingo ve ark.,
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2014 ve Ozmen ve ark., 2005). Kesit atildiginda tiiberkiillerin igerisinde bigaga
stivanan sari-boz renkteki peynirimsi bir materyal goriilmektedir ve igerigindeki
mineraller nedeniyle ¢itirti  sesi duyulmaktadir. Graniilomatdéz nodiillerin
lokalizasyonu hastaligin seyri ile degismektedir. Yetiskin sigirlarda lezyonlar
genellikle solunum sisteminde akciger paransiminde ve torakal kavitedeki bolgesel

lenf diigtimlerinde sinirli olarak goriilmektedir (Ghon, 1912).

Primer lezyon genellikle akciger loblarinin birinde dorsal bolgelerde lokalize
olur. Bu lezyon daha sonradan kapsiillesir ve mineralize olur. Primer lezyon ilerleyerek
akciger ve plorada ¢ok sayida kiigiik boyutlu milier nodiil olusumlarina neden olabilir
(primer generalizasyon). Bu lezyonlar biyiiyerek, gelisim ve cevre dokulariyla
iligkileriyle asiner, kaverndz ve eroziv form olarak tige ayrilirlar. Asiner formda primer
pulmoner lobulleri etkileyen cok sayida kiigiik sarimsi nodiiller goriiliir. Kavernoz
formda lezyon nedeniyle bronslar dilate olur ve tiiberkiil yapisi parcalanarak
peynirimsi materyal brons lumenine bosalir. Eroziv formda ise etken havayolu ve trake

epitelinde eroziv lezyonlar olusturur (Salguero ve ark., 2017).

Tiiberkiil yapilar1 bas ve boyun ¢evresindeki lenf diiglimlerinde (parotid, medial
ve lateral retrofarengeal ve submandilar) da goriilebilir (Ameni ve ark., 2018;
Aranday-Cortés ve ark., 2013; Dean ve ark. 2014 ve Salguero ve ark., 2017).
Buzagilarda enfeksiyon genellikle sindirim yoluyla oldugundan, mezenterik lenf

diigtimleri ve diger organlarda da tiiberkiil yapilar1 goriilebilir (Terefe, 2014).

1.2.4.6. Mikroskobik Bulgular

Tiiberkiillerin merkezinde yer yer kalsifiye kazedz nekroz alanlar ile epiteloid
makrofajlar ve Langhans tipi dev hiicreler ve lenfosit, makrofaj ve plazma hiicreleri

gibi mononiiklear hiicreler ile, en dista fibroz kapsiil goriiliir (Vural ve Alcigir, 2010).
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Kazeo-nekrotik alanlar ve bunlari ¢evreleyen mononiiklear hiicreler arasinda saglam
ve/veya nekrotik notrofil 16kositler goriilebilir. Sigir tliberkiilozunda sekillenen
tiiberkiil olusumunda bir¢ok etken rol oynamaktadir. Primer kompleksin olusumu
sonrasi dendritik hiicrelerin T lenfositleri uyarmasi sonrasi T lenfositler olgunlagir
(Cooper, 2009). Dolasimda bulunan aktive edilmis patojen spesifik T lenfositleri,
makrofajlarin aktive edilmesi ve yeni sekillenen tiiberkiilde etken ¢ogalmasinin
baskilanmasi ig¢in kritik 6neme sahiptir (North ve Jung, 2004). Aktive edilmis T
lenfositlerin varliginda, merkezde Mycobacterium sp. igeren makrofajlarin etrafinda
lenfositlerin bulundugu tiiberkiil yapilar1 olusur. Tiiberkiil yapilarinin daha 6nceden
enfeksiyonun engellenmesi i¢in olustugu diisiiniilse de aslinda bunlarin siirekli hiicre
kayb1, kaybedilen hiicrelerin yenilenmesi, dokuda olusan degisimler ile daha dinamik

bir siire¢ sonucu olustugu bildirilmistir (Ehlers ve Schaible, 2013).

1.3. Diger Hayvan Tiirlerinde Mycobacterium bovis

M. bovis sigirlar disinda genellikle insan ve biitiin omurgali hayvanlar1 enfekte
edebilmektedir (Garnier ve ark., 2003 ve Thoen, 2018). Olusan enfeksiyon genellikle
bTB’nin endemik oldugu bolgelerde sigirlarla temasi olan hayvanlarda goriilmektedir.
Lezyonlarin gelisebildigi hayvanlarin basinda koyun, ke¢i, domuz, manda ve develer

gelmektedir.

1.3.1. Koyun ve Kecilerde Mycobacterium bovis Enfeksiyonu

Koyun ve kecilerde enfeksiyon M. bovis’le enfekte sigir siiriileriyle temas
sonrasi gorlilebilmektedir (Malone ve ark., 2003). Genellikle solunum ya da sindirim
yoluyla bulasan etken, sigirlardaki lezyonlara benzer olarak ¢ogunlukla mineralize
merkeze sahip etrafi bag doku ile ¢evrilmis graniilomatéz odaklara sebep olur. Klinik

semptom olarak kecilerde kilo kaybi ve kuru oksiiriik goriiliirken, koyunlarda
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genellikle klinik semptoma rastlanmaz. Domingo ve ark. (2014), kecilerde goriilen
lezyonlar1 akcigerde likefaktif nekroz ve eksudatla dolu kavitasyon lezyonlar1 seklinde

tanimlamastir.

1.3.2. Domuzlarda Mycobacterium bovis Enfeksiyonu

Domuzlarda tiiberkiiloz hastaliginin etkeni genellikle M. avium complex
olmasina ragmen (Perez de Val ve ark., 2014) M. bovis sonucu olusan tiiberkiiloz
lezyonlar1 da goriilebilmektedir. Hastaligin domuzlara bulagsmasi bTB’nin endemik
oldugu bolgelerde goriilmektedir (Broughan ve ark., 2013). Olusan lezyonlar 4 cm ¢ap
biiylikliigiinii gegmeyen sigirlara benzer tiiberkiil yapilari olarak bildirilmistir (Bailey

ve ark., 2013).

1.3.3. Mandalarda Mycobacterium bovis Enfeksiyonu

Mandalarda M. bovis tarafindan olusturulan enfeksiyonun patogenezi ve
goriilen lezyonlar bTB ile benzerlik gostermektedir. Bu nedenle bTB’unun diger bir

kaynaginin mandalar olabilecegi bildirilmistir (Khattak ve ark., 2016).

1.3.4. Develerde Mycobacterium bovis Enfeksiyonu

Deve tiiberkiilozunda en yaygin etken M. bovis olarak bildirilmistir (Kinne ve
ark., 2006 ve Wernery ve ark., 2007). Develerde hastaligin erken donemlerinde
semptom goriilmezken, hastaligin ilerledigi olgularda istahsizlik ve kilo kayb1 dikkati

cekmistir (Narnaware ve ark., 2015). Olusan makroskobik lezyonlar bTB ile benzerlik
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gosterirken, mikroskobik olarak az sayida dev hiicre goriilmektedir (Bush ve ark.
1990). Genellikle akciger ve mediastinal lenf diigimlerinde lezyonlar goriiliirken,
retrofarengeal ve mezenterik lenf diigimlerinde, bobrek, karaciger, dalak, kalp ve
perikardium, mezenteryum, trake, pankreas ve periferal lenf diiglimlerinde de

lezyonlara rastlanabilmektedir (Bush ve ark., 1990 ve Narnaware ve ark., 2015).

1.3.5. Geyiklerde Mycobacterium bovis Enfeksiyonu

Geyiklerde M. bovis tarafindan olusturulan enfeksiyonlarda lenf diigiimlerinde
apseler yaygin olarak goriilmektedir. Lenf diiglimlerinin yaninda fibrin6z ploritisle
birlikte plorada apselere rastlanmistir. Ayrica aort, diyafram, dalak, rumen, omurilik
ve bacak eklemleri, deri alti ve meme dokusunda benzer lezyonlar gériilmiistiir. Ic
organ ve lenf diiglimlerinde graniillomatéz yangi yerine apse seklinde lezyonlarin
goriilmesi, geyiklerin hastaliga daha duyarl oldugunu diisiindiirmektedir (Zanella ve

ark., 2008).

1.4. Tiiberkiiloz Hastaligina Karsi Ahman Onlemler

Hastaligin gittikce yayginlagsmasi hastalik {lizerine arastirmalart arttirmustir.
Hatta Ingiltre’de 1913’te T1bbi Arastirma Konseyi kurulmus ve yapilan ilk ¢alismalar
tiiberkiiloz hakkinda olmustur (Hannaway, 2008). Ayni1 zamanda hastaligin bulasicilig
kabul goriip, 6liim oranlar1 artmaya basladiktan sonra 1880’lerde Ingiltere’de ihbar
edilebilir bir hastalik olarak kabul edilmistir. Tiiberkiiloz’u tamamen ortadan kaldirma
umutlari, 1980'lerde ilaca direngli suglarin artmasiyla sona ermistir. Daha sonra
tiiberkiilozun yayginlasmaya baslamasi, hastaligin 1993 yilinda WHO tarafindan ilk
defa acil saglik sorunu ilan edilmesiyle sonuglanmistir. Son zamanlarda ise insanlarda
M. bovis enfeksiyonu acil saglik sorunu olarak bildirilmistir. 2017 yilinda, WHO,
WOAH, FAO ve Uluslararas: Tiiberkiiloz ve Akciger Hastaligina Kars1 Birligi, bTB
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icin ilk Yol Haritasi'n1 yayinlayarak, bTB’nu belirgin bir kiiresel saglik sorunu olarak
kabul etmistir. Hastalik 6nemli bir tehdit olarak kalmasina ragmen sanitasyon,
asilama ve diger halk sagligi onlemlerindeki iyilesmeler, streptomisin ve diger
antibiyotiklerin TUretilmesinden &nce bile tiiberkiiloz oranlarin1 &nemli Olgiide
azaltmay1 basarmistir (Persson, 2010). Streptomisin gelistirilmeden 6nce Tiiberkiiloz
icin bilinen tek tedavi, enfekte olmus bir akcigerin sondiiriilerek "dinlendirilmesi" ve
tiiberkiiloz lezyonlarin iyilesmesine izin verilmesi gibi tedavi denemeleridir (Shields,
2009). Streptomisin antibiyotiginin 1946’da gelisimi Tiiberkiiloz’un etkili olarak

tedavisini miimkiin kilmistir.

1.5. Tiiberkiilozun Teshisi

1.5.1. Mendel-Mantoux Testi

Mendel-Mantoux testi (tiiberkiilin sensitivite testi) Tiiberkiiloz’un tespiti igin
kullanilmaktadir. Sig1r tiiberkiilozu yonetmeligine gore bu test i¢in PPD mammalian
ve PPD avian tiiberkiilinler uygulanir ve karsilagtirmali olarak degerlendirilir. PPD
mammalian ve PPD avian tiiberkiilinler bir ayliktan itibaren her yastaki sigira 0,1 ml
intradermal olarak enjekte edilir. Gebe ineklere dogumdan 15 giin 6ncesine kadar veya
dogumdan 15 giin sonra uygulanir. En iyi uygulama yeri boynun iki tarafindaki orta
kisimdir. Basa yakin kismin ¢ok duyarli, omuza yakin kismin ise az duyarli olmasi
nedeniyle reaksiyonlar yaniltici olabilir. Bu sebeple boynun orta kisminda ve boynun
alt, list kenarlarindan bir el genisligi uzakliginda ortalama 12 x 6 cm boyutlarindaki
bolgenin derisi zedelenmeyecek sekilde killar1 kirpilir. El ile deride bir kivrim
yapilarak her iki tliiberkiilinin uygulama yerindeki derinin normal kalinliklar1 kompasla
ayr ayn Olgiilerek cizelgedeki yerlerine yazilir. PPD avian tiliberkiilin kirpilan yerin
{ist kismma, PPD mammalian tiiberkiilin ise alt kismina enjekte edilir. iki tiiberkiilinin
enjeksiyon yeri arasinda yaklasik olarak 8 cm. kadar bir aralik olmalidir (Sekil 1.5).

Daha sonraki testler boynun kullanilmayan tarafina yapilacagi i¢in ilk testin yapildigi
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boyun tarafi da reaksiyon g¢izelgesine yazilir. Uygulamadan sonra test 72 saat
sonrasinda okunur. Oncelikle genel muayene yapilmasi sonrasi deri kalinliklari

kompasla olgiiliir (Duignan ve ark., 2019). Deri kalinliklarina gore;

1) 3 mm’ye kadar olursa reaksiyon NEGATIF
2) 3-4 mm arasinda reaksiyon SUPHELI
3) 4 mm ve iizeri ise POZITIF sonug olarak degerlendirilir (Anonim, 1978).

Sekil 1.5. Sigirlarda PPD uygulama yerleri (Duignan ve ark., 2019).

Cok yaygin kullanilmasina ragmen, bu testler bir¢ok sorunu da beraberinde
getirmektedir. Testlerde kullanilan PPD, patojenik ve atipik mikobakterilerin 200’den
fazla antijeninin icermektedir (Chaparas ve ark., 1970). Bu testin sensitivitesi PPD
mammalian ve PPD avian icin sirasiyla, %80,4-88,4 ve %75, spesifitesi de
sirastyla %96 ve %98 olarak bildirilmistir (Whipple ve ark., 1995). Testlerin
uygulanmas1 i¢in yetenekli veteriner hekimler ve hayvanin zaptirapta alinmasi
gerekmektedir. Antikor titreleri bTB’de ge¢ siirelerde yiikseldigi i¢in sigirlarda

tiiberkiiloz izleme programlarina uygun olmadig diistintilmektedir.
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1.5.2. Nekropsi ve Mikroskobik Incelemeler

Nekropsi sirasinda makroskobik bulgularin varligi ve sonrasinda yapilan
bakteriyolojik ve mikroskobik incelemeler tiiberkiilloz teshisi i¢in uygun
olabilmektedir. Mikroskobik incelemede tiiberkiillerin yapisi HE boyamas: ile
incelenebilmektedir (Liebana ve ark., 2008). Dokuda goriilen karakteristik histolojik
lezyonlarla (kaze6z nekroz, kireglenme, epiteloid hiicreler, Langhans tipi dev hiicreler

ve makrofajlar) teshis konulabilmektedir.

1.5.3. Ziehl-Neelsen Boyamasi

Ziehl-Neelsen boyamasi, ilk olarak Paul Ehrlich tarafindan tanitilan asit-fast bir
boyadir. Bu boyama aside direngli organizmalari, Ozellikle mikobakterileri
tanimlamak i¢in kullanilan bakteriyolojik bir boyadir. Boyama prosediirii 19. yiizyilin
sonlarina dogru modifiye eden Franz Ziehl ve Friedrich Neelsen’in ismini almistir.
Temel olarak karbol fuksin, asit alkol ve metilen mavisi kullanilmasiyla yapilan bir
boyama yontemidir. Ilk olarak karbol fuksin biitiin dokular1 kirmizi renge boyar, asit
alkolle muamele sonras1 asit-fast bakteriler lipit tabakalar1 nedeniyle boyay: tutar.
Metilen mavisiyle arka plan boyamasi yapildiktan sonra kesitler mikroskopta incelenir.
Hasar goren etkenleri boyamadigindan duyarliligr diistiktiir (Humphrey ve Weiner,

1987).

1.5.4. Immunohistokimyasal incelemeler

Immunohistokimyasal incelemeler etkenin belirlenmesi icin
kullanilabilmektedir. Etkene ait antijen doku i¢inde ve doku disinda bu yontemle tespit

edilebilmektedir (Humphrey ve Weiner, 1987). Bununla birlikte immunohistokimyasal
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olarak cesitli antikorlarin kullanilmas: hastaligin gelisimi i¢in Onemli detaylar

vermektedir.

1.5.5. Interferon y Testleri

Teshiste kullanilan PPD testlerinin pratik uygulanmasinda ve sonug
alinmasinda cesitli sorunlar nedeniyle hastaliga kars1 verilen immunolojik tepkilerin
Ol¢iilmesi icin ¢esitli yontemler gelistirilmektedir. Bu amagla ABD’de PPD testleriyle
birlikte in vitro IFN-y testleri sigir, keci ve buffalo gibi hayvanlarda yaygin olarak
kullanilmaktadir (O’Brien ve ark., 2009; Palmer ve ark., 2000; Palmer ve ark., 2001
ve Palmer ve ark., 2004).

IFN-y testlerinde, lenfokin IFN-y’nin salimimi tam-kan kiiltiir sistemleriyle
ol¢iilmektedir. Bu test, PPD-tiiberkiilin spesifik antijeniyle 16-24 saatlik inkiibasyon
periyodu sirasinda lenfositlerden IFN-y saliniminin 6lgiilmesine dayanir (Rothel ve
ark., 1990). Bu testte avian ve mammalian PPD uyarimi sonras1 IFN-y seviyelerine
bakilmaktadir. Bu amacla tam-kan alinmakta ve alinan numunenin laboratuvara bir
giinii gegmeyecek sekilde en kisa siirede iletilmesi gerekmektedir (Coad ve ark., 2007
ve Ryan ve ark., 2000). Testin dogrulugu konusunda, 6zellikle nonspesifitenin yaygin
oldugu yerlerde, dogruluyla ilgili baz1 endiseler ortaya ¢ikmistir. Ancak, [IFN-y testinin
erken enfeksiyonlar1 tespit etme kapasitesi nedeniyle, PPD testiyle paralel olarak
kullanilmasi, ¢evrede bulunan hayvanlarin enfeksiyon ve kontaminasyon kaynagi

olmadan tespit edilmesine imkan saglamaktadir (Gormley ve ark., 2006).
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1.5.6. Lenfosit Proliferasyon Testleri

Teshiste yardimct bir testtir. Bu test PPD mammalian ve PPD avian’a kars1
periferal kan lenfositlerinin reaktivitesini karsilastirilmak i¢in kullanilmaktadir. Tam
kandan (Buddle ve ark., 2001) veya periferal kan Orneklerinden piirifiye edilmis
lenfositlerle test yapilabilmektedir (Griffin ve Buchan, 1994). Bu tip testlerde
hayvanin maruz kalabilecegi non-patojenik mikobakteri tiirleriyle iligkili ¢apraz
reaksiyon veren antijenlerin ya da non-spesifik lenfosit reaksiyonlarin elimine
edilmesi i¢in ¢aba harcanmaktadir. Yapilan testin bilimsel degeri olmasina ragmen,
pahali olmasi, uzun inkiibasyon siireleri, radyoaktif niikleotit kullanimi, lojistik
sorunlart ve laboratuarda uygulanmast zor oldugundan rutin  olarak
kullanilmamaktadir. Almman tam kanin ya da piirifiye edilmis lenfositlerin, testin
dogrulugu i¢in kisa siirede isleme alinmas1 gerekmektedir. Bu test yaban ve hayvanat
bahgesinde bulunan hayvanlarda hastalik teshisinde kullanish olabilmektedir. Griffin
ve ark. (1994) tarafindan yapilan bir calismada, lenfosit proliferasyon testi ve
ELISA’y1 igeren kan testlerinin geyiklerde M. bovis enfeksiyonun teshisi igin yiiksek

sensitive ve spesifiteye sahip oldugu gosterilmistir.

1.5.7. Mikrobiyolojik Kiiltiirler

Taze dokudan yapilan testlerdir. Dokuda yapilirken ilk asamada dokularin
homojenize edilip, asit (%5 oksalik asit), alkali (%2-4 sodyum hidroksit) ya da bir
deterjanla (%0,375-0,75 HPC) dekontamine edilmesi gerekmektedir. Doku ve
dekontaminasyon i¢in kullanilan sivilardan olusan silispansiyon daha sonra santrifiije
edilerek, c¢ikan siipernatant atilarak, sediment kiiltiir i¢in kullanilir. Yapilan kiiltiiriin
dogrulugu icin, tiiberkiilinle pozitif hayvanlardan ya da interferon testinin pozitif
oldugu hayvanlardan kafa ve toraks bdlgesindeki lenf diiglimlerinde 6rnek alinmalidir.
Primer izolasyon i¢in sediment yumurta bazli kati kiiltiire inokiile edilir. Agar ya da

kan bazli kiiltiirler de kullanilabilmektedir (Cousins ve ark., 1998). Kiiltiirler 37 °C’de
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en az 8 hafta (tercihen 10-12 hafta) inkiibe edilmelidir. Genellikle biiyiime 3-6 haftada
goriiniir hale gelebilmektedir. Kiiltiiriin kurumasini 6nlemek i¢in sikica kapatilmalidir.
Makroskobik olarak biliyiime goriildiigiinde, siirme preparatlar1 hazirlanarak Ziehl-

Neelsen boyamasiyla preparat kontrol edilir. Asit-fast etkenler goriilerek tani

konulmaktadir (Alt-Khaled ve Enarson, 2003).

1.5.8. Niikleik Asit Tanima Teknikleri

M. tuberculosis kompleks isolatlarinin hizli identifikasyonunda PCR, Gen
Probe TB Complex gibi yontemler ve MPB70 ve 38 kDa antijeni gibi proteinler
kullanilabilmektedir. PCR yoOntemi, insanlardan ve hayvanlardan alinan tiikiiriik
orneklerinde teshis i¢in yaygin olarak tercih edilmektedir. Son zamanlarda tespit edilen
ya da taze dokulardan da teshis i¢in ticari olarak bulunan kitler degerlendirilmeye
alinmistir. Ancak mevcut yontemlerle, dondurulmus ya da borik asitle tespit edilmis
dokularda tatmin edici olmayan sonuglar elde edilmistir (Noordhoek ve ark., 1996).
Etkenin az sayida olmasi sonucu ortaya ¢ikan yanlig-pozitif ya da yanlig-negatif
sonuglar testin giivenirliligini azaltmaktadir. Ancak, M. bovis’in genomu
sekanslanmas1 PCR deneylerinin gelistirilmesi i¢in imkan saglamaktadir (Garnier ve

ark., 2003).

1.5.9. Mycobacterium tuberculosis Kompleks Enfeksiyonlarimin Tanisinda

Kullanilan Sitokinler

Tiiberkiilozda hem dogal hem de kazanilmis diren¢ mekanizmalar1 savunmada
onemlidir. Konak, etkene karsi pro ve anti-inflamatuvar sitokin ve kemokin agiyla
cevap verir. Immiin sistem, dogal ve sonradan kazanilmis immunite olmak iizere iki
ana boliimde incelenir. Giliniimiizde tiim hayvan ve bitkilerde mevcut olan dogal

immiinite, patojenlerin taninmasi i¢in Toll-like Receptors ailesini kullanir. TLR-2, DC
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myeloid 6ncii hiicrelerinin antijen sunan hiicrelere dontisiimdeki roliiyle Tiiberkiiloz’a
kars1 6nemli bir rol oynamaktadir. Bunun yaninda LAM’a kars1t TLR-2 yoluyla lipid-
reaktif T hiicreleri tiretilmektedir (Bourne, 2018 ve Humphrey ve Weiner, 1987). TLR4
ise TLR ailesine ait bir transmembran proteinidir. TLR4 aktivasyonu sonras1i NF-xB
hiicre i¢i sinyal yolu aktive olarak, dogal bagisiklik sistemini aktive etmekten sorumlu
olan yangisal sitokin iiretimi uyarilir (Miossec ve ark., 2009). B lenfositlerden
salgilanan TLR4’iin bilinen bir diger 6zelligi de M. bovis etkenin duvarinda bulunan
lipoarabinomannan maddesiyle benzerlik gdsteren lipopolisakkariti tanimasidir

(Brubaker ve ark., 2015 ve Vaure ve Liu, 2014).

Interferonlar, organizmada bakteri, viriis, timor, parazit gibi yabanci etkenlere
kars1 yanit olarak konak hiicreler tarafindan iiretilen ve salinan protein grubudur (De
Andrea ve ark., 2002). IFN, organizmada patojene karsi savunmanin uyarilmasi i¢in
immun sistem hiicreleri arasindaki iletisimi kuran sitokinlerdendir (Parkin ve Cohen,
2001). Tuberkiiloz’a kars1 da olusan etkinin temeli T lenfositlerden tarafindan IFN-y
salgilanarak makrofajlarin aktif edilmesidir (Flynn ve Chan, 2001). CDI119,
makrofajlarda ylizey reseptorii olan IFNGR1 geni tarafindan kodlanan bir proteindir
(Aguet ve ark., 1988; Anonim, 2020 ve Novick ve ark., 1987). Makrofajlarda bulunan
heterodimerik gamma interferon reseptorii olan IFN-yR1’1 kodlar (Anonim, 2020).
CD119’da olusan mutasyonlar mikobakteriyel enfeksiyonlara karsi duyarliligi
arttirmaktadir (Gross, 2017). Tiberkiillerin ¢evresinde bulunan makrofaj ve
lenfositlerle tiiberkiiloza kars1 etki saglanmaktadir. Mikobakteriyel etkenlere kars1 T
lenfositlerin hazirlanmasi ise DC’ler tarafindan yapilmaktadir. DC’ler tarafindan
antijenlerin alinmasi ve sonrasi bolge lenf diigiimlerine ulagsmasiyla MHC-I ya da

MHC-II proteinleriyle T lenfosit matiirasyonu uyarilmaktadir (Tailleux ve ark., 2003).

Interlokinler 10kositlerden ve/veya diger viicut hiicrelerinden salgilanan bir
grup sitokindir (Brocker ve ark., 2010). IL-15 ve IL-18, IFN- y’nin NK hiicreleri ile
tiiberkiiloz enfeksiyonuna karsi CD8 T hiicrelerinin regiilasyonunda 6énemli bir rol
aldig1 bildirilmistir. Ayrica NK hiicreleri tiiberkiiloza kars1 immun etkileri olan diger

bir hiicre olan yd T hiicrelerinin de fonksiyonunu da arttirir (Zhang ve ark., 2006). yo
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T hiicrelerinin sitotoksik etkileri ile mikobakteriyel etkenleri parcalayabilir (Nicod,
2007). Monosit ya da makrofajlar direkt olarak mikobakteriyel etkenleri 6ldiiremez ya
da gelisimlerini etkileyemez. Aktivasyonlar1 i¢in IL2, IFN-y ya da TNF-a gibi
lenfositlerce salgilanan sitokinlere ihtiya¢ duymaktadir (Pollock ve ark, 2001). Immun
sistemde sinyal molekiilii olan bir IL2, mikrobiyal enfeksiyonlara karsi, organizmaya
ait olan ve olmayan yapilarin taninmasinda rol oynar. Thl hiicrelerinden salgilanarak
lenfosit ve notrofil 16kosit aktivitelerinin diizenlenmesini saglar (Liao ve ark., 2011).
IL2 salgilanmasinin latent enfeksiyonlar ve hastaligin ¢esitli siireglerinde biyomarker
olarak kullanilmasi 6nerilmistir (O’Brien ve ark., 2009; Palmer ve ark., 2000; Palmer
ve ark., 2001; Palmer ve ark., 2004 ve Vordermeier ve ark., 2016). Interferon-y
makrofajlar1 aktiflestirerek TNF, toksik oksijen tiirleri, nitrik asit sentetaz {iretimini
uyarmaktadir. Sistemik yangilara etkiyen ve akut faz reaksiyonlarini olusturan TNF-
a, aktive olmus makrofajlar, CD4+ lenfositler, NK hiicreleri, nétrofil 16kositler, mast
hiicreleri, eozinofiller ve noronlar tarafindan salgilanir (Chu, 2013). TNF-a, graniilom
olusumunda bolgeye mononiiklear hiicreleri ¢ekerek dnemli bir rol oynar (Lukacs ve
ark., 1994). IL4 ise farklilasmamis Th hiicrelerinin Th2 hiicrelerine farklilagsmasini
saglayan bir sitokindir. Farklilasan Th2 hiicrelerinden 1L4 salgilanmaya devam eder
(Sokol ve ark., 2008). IL4’lin aktive T ve B lenfositleri proliferasyonu, B hiicrelerinin
plazma hiicrelerine farklilagmasi gibi biyolojik rolleri vardir. Humoral ve kazanilmis
immunitede kilit bir diizenleyicidir (Hershey ve ark., 1997). T helper 17 hiicrelerinden
salgilanan IL17 ise kemokinlerin indiiksiyonunu saglayarak yangi bolgesine makrofaj
ve notrofil 16kositlerin ¢ekilmesini saglar (Miossec ve ark., 2009). Tiiberkiilozda IL17
sitokini hem koruyucu hem de zararli yangisal reaksiyonlarin baslatilmasinda 6nemli
rol oynamaktadir. Bu nedenle bTB enfeksiyonunda, enfeksiyon ve immun cevapla

korumanin biyomarkeri olarak dnerilmistir (Waters ve ark., 2016).

CD3 immunohistokimyada T hiicresi markeri olarak kullanilmaktadir.
Makrofajlar mikobakteriyel etkenlerle enfekte oldugunda IL-12 ve IL-18 salgilanarak
CD4, CD8 ve natural killer T hiicrelerini aktive ederek IFN-y ve TNF-a salgilanmasini
uyarir. CD3, tiiberkiiloza kars1 savunma mekanizmasinda rol alan hem CD8 hem de
CD4 T helper hiicrelerinin aktivasyonunda rol oynamaktadir (Leong ve ark., 2003).

Lenf diiglimlerinde matiirasyon sonrast CD4 ve CD8 T hiicreleri kazanilmig

26



bagisiklikta Onemli rol oynar. Tiiberkiiloz etkenine ve bunlar1 fagosite eden
makrofajlara kars1 CD4 ve CD8 T lenfositlerin sitotoksik etkileri bulunmaktadir. CD8
T hiicreleri CCLS5 kemokini salgilayarak etkenle enfekte makrofajlari etkiler (Roura-

mir ve ark., 2005).

NK hiicreleri de etkene kars1 bakteri parcalayict etkiler gosterir. Bu hiicreler
direkt olarak yabanci antijenlerin varliginda aktive olarak bakteriyel, viral ve parazitik

patojenlere karsi immun diizenleyici sitokin salgilarlar (Gerosa ve ark., 2002).

Immunoglobulin hafif zinciri olan lambda zinciri ve B lenfositlerin yapisinda
bulunan polipeptit alt birimleridir (Katzmann ve ark., 2002). B hiicrelerinin tiiberkiiloz
hastaligindaki etkinligi tam olarak bilinmemekle birlikte, tiiberkiil yapilarinda

gozlenmistir (Palmer ve ark., 2022).

Yapilan ¢alismada, dogal sigir tiiberkiilozunda olusan tiiberkiillerin yapisinin,

patomorfolojik ve immunohistokimyasal olarak detayli arastirilmasi amaglanmaistir.

Elde edilen sonucglarla konagin savunma sistemine ilgili yorumlarda
bulunabilecektir. Elde edilen sonuglarin immunite tipi hakkinda da bazi yorumlara ve
tedavi yontemlerine katki saglayacagi sliphesizdir. Sonrasinda yapilacak ya da

yapacagimiz ¢alismalara da 151k tutacagi diistiniilmektedir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Materyal

Calismanin materyalini; i¢ Anadolu Bélgesi’nde bulunan 6zellikle Ankara ve
cevre illerin mezbahalarinda, bTB hastalig1 nedeniyle kesime gelen ve lezyon goriilen
100 adet hayvanin akciger ve mediastinal lenf diigiimleri olusturdu. Ayrica farkli
donemlerde kesilen saglikli 5 adet besi sigirinin akciger ve mediastinal lenf diigiimleri

kontrol grubu olarak alindi.

Sunulan ¢alisma, Ankara Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’nun

15.09.2018 giin ve 2018-177-108 sayil1 karar1 kapsaminda gerceklestirildi.

Yapilan ¢alisma Ankara Universitesi Bilimsel Arastirma  Projeleri
Koordinatorliigii’niin 16.09.2019 tarihli 1920239006 kodlu Doktora Projesi ve Ankara
Universitesi Ogretim Uyesi Yetistirme Programi Kurum Koordinasyon Birimi

tarafindan desteklendi.

2.2. Caliymada Kullanilan Belirtecler ve Kitler

Immunohistokimyasal incelemelerde belirteg olarak Mycobacterium bovis,
CD3, CDe68, CDI19, TNF-a, IL-2, IL-4, IL-17, Lambda Chain ve TLR4
antikorlarindan yararlanildi (Cizelge 2.1). Calismada immunohistokimya kiti olarak
da UltraVision Quanto Detection System (Thermo Scientific, Astmoor, England)
kullanildi.
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Cizelge 2.1. Kullanilan antikorlar ve dzellikleri.

Antikorlar Klon Marka ve Katalog No
M. bovis Polyclonal ThermoFisher — BS-4622R
CD3 Polyclonal Biorbyt — orb348965
CD68 MO0718 Dako - M0718
CD119 BBIE-2 NovusBio — NB100-64793
TNF-a Polyclonal Biorbyt — orb11495
IL-2 Polyclonal MyBioSource — MBS2027352
IL-4 701214 R&D Systems — 2469-L
IL-17 Bo-IL-17A NovusBio — NBP2-60988
Lambda Chain Polyclonal Biogenex — Ar049-5r
TLR4 Polyclonal Biorbyt —orb137214
2.3. Yontem:

2.3.1. Makroskobik incelemeler

Oncelikle lezyonlarmn akciger ve mediastinal lenf diigiimlerindeki
lokalizasyonlar1, dagilimi, kivam, renk ve kesit yiizleri detayli olarak incelendi.
Inceleme sonucunda lezyonlar morfolojik 6zelliklerine gore prodiiktif ve eksudatif
tiiberkiiloz olarak gruplandirildi ve gerek goriilenler resimlendi. Prodiiktif lezyonlar
bulunduklar1 organlara gore de primer odak, primer kompleks ve tam olmayan primer
kompleks seklinde kategorize edildi. Sonrasinda lezyonlu alanlardan alinan 6rnekler
ve kontrol doku ornekleri fikzasyon amaciyla %10’luk tamponlu formalin
soliisyonunda (pH=7,2-7,4) 24 saat bekletildi. Lezyonlu bdliimlerden yapilan kesitler

rutin doku takibine alindi.
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2.3.2. Histopatolojik incelemeler

Tespit edilen dokular rutin doku takip cihazina (Leica TP1020) alinarak
parafinde bloklandi (ThermoElectron Corp. Shandon Histocentre 3). Her bir bloktan 5
um kalinliginda (Leica RM2255) kesitler hazirland.

2.3.2.1. Hematoksilen-Eozin Boyamasi

Alman kesitler deparafinizasyon ve rehidrasyon agsamalarindan sonra Harris’in
HE yontemiyle boyanarak (Leica ST5020); otomatik kapatma makinesinde (Leica
CV5030) lamel ile kapatildi. Hazirlanan kesitlerin mikroskobik incelenmesinde
prodiiktif lezyonlar Johnson ve ark. (2006) ve Wango ve ark. (2005)’nin belirttigi

kriterlere gore siiflandirilda.

Buna gore (Sekil 2.1):

I.Evre (Epiteloid tiiberkiil): Cok sayida epiteloid makrofaj kiimeleri,
lenfositler ve notrofil 16kositlerden ibarettir. Langhans tipi dev hiicreleri gortilebilir.

Kapsiil ve nekroz yoktur.

II. Evre: Kismen veya tamamen ince bag doku kapsiilii ile ¢evrili, yogun olarak
epiteloid makrofajlardan olusur. Siklikla lenfosit, notrofil 16kosit infiltrasyonlariyla
birlikte Langhans tipi dev hiicreleri ve kanamalar goriilebilir. Kiigiik bir alanda nekroz

eslik edebilir.

III. Evre: Granilomun merkezinde kazedz nekroz, kire¢lenme; nekrozun

etrafinda epiteloid makrofajlar, Langhans tipi dev hiicreler, lenfositlerle karigmis
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makrofajlar ve tek tiik notrofil 16kositler goriilebilir. Tiim bu yapilar1 en dista fibroz

bir kapsiil sinirlar.

IV. Evre: Etrafi kalin bag dokusuyla ¢evrili, genis ve diizensiz, yer yer kalsifiye
multisentrik nekroz odaklarina sahip graniilomlardir. Nekrozun etrafinda 3. Evrede
oldugu gibi epiteloid makrofajlar ve Langhans tipi dev hiicreleri goriiliir. Bag

dokusuna yakin alanlarda lenfosit kiimeleri vardir.
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Produktif Tuberkiiloz

Kapsil (-)
Nekroz (-)
Notrofil (+)

Lenfosit (tek tik)

Epiteloid makrofaj (+)

%

' 2. Evre

Kapsul (+)
Nekroz (-/+)
Lenfosit (+)

Epiteloid makrofaj (+)

' 3. Evre

Kapsul (+)
Merkezde nekroz (+)
Kireglenme (-/+)
Lenfosit (+)
Epiteloid makrofaj (+)
Notrofil (Tek tiik)

' Eksudatif Tlberkiiloz

Kazedz Nekroz

Notrofil
' 4. Evre Odem

Kapsdl (+)
Multisentrik nekroz odaklari
Kireglenme (+)
Lenfosit (+)

Epiteloid makrofaj (+)

%

Sekil 2.1. Mikroskobik olarak prodiiktif lezyonlar ve evrelendirme kriterleri (Johnson ve ark., 2006 ve Wangoo ve ark., 2005).
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2.3.2.2. Ziehl Neelsen Boyamasi

Histopatolojik incelemeler i¢in hazirlanan bloklardan alinan kesitlerde ZN
boyamasi yapildi. Bu amagla atesten gecirilen kesitlerde deparafinizasyon ve
rehidrasyon islemleri sonrasi Carbol Fuchsin soliisyonuyla 30 dakika boyandi.
Akarsuda yikama sonra fazla boyanin uzaklastirilmast amaciyla %1’lik asit alkolle
kontrollii sekilde islem gordii. Tekrar akarsuda yikama sonrasi 30 saniye metilen
mavisinde boyanan dokular, dehidrasyon ve temizleme islemleri sonrasi entellanla

kapatildi (Vasanthakumari ve ark, 1986).

2.3.3. Immunohistokimyasal Incelemeler

2.3.3.1. Iimmunoperoksidaz Boyama

Bu boyamada, kit prosediirii yer yer modifiye edilmek suretiyle Avidin Biotin
Kompleks Peroksidaz (Avidin Biotin Complex Peroxidase) yontemi kullanildi. Bu
amacla histopatolojik incelemeler i¢in hazirlanmis olan parafin bloklardan adhezivli
(APES) lamlara alinan doku kesitlerine deparafinizasyon ve rehidrasyon iglemleri
sonrasl, oda sicakliginda endojen peroksidaz aktivitesinin dnlenmesi amaciyla %3 liik
hidrojen peroksit-metanol karisiminda (20 dakika) tutuldu. Daha sonra primer
antikorlara (M. bovis, CD3, CD68, CD119, TNF-a, IL2, IL4, IL17, Lambda Chain,
TLR4) uygun antigen retrieval yontemi (Citrate Buffer ve EDTA buffer’la 100 °C’de
20 dakika kaynatilma sonrasi, 20 dakika oda sicakligl) uygulandi (Cizelge 2.2). Non-
spesifik baglanmalar1 engellemek i¢in protein blocking serumunda 10 dakika 37 °C’de
inkubasyona birakildi. Nem kamarasina alinan kesitler iizerine primer antikorlar
damlatilarak inkiibasyon gergeklestirildi. Takiben biyotinize antikor ve strepavidin-
peroksidaz ile 37 °C’de 15 dakika inkiibasyon yapildi. Daha sonra AEC soliisyonunda
10 dakika 37 °C’de inkiibasyon yapildiktan sonra, Mayer’in Hematoksileninde 3
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dakika bekletildi. Akar ¢esme suyunda 3 dakika yikandiktan sonra gliser jel ile

kapatildi. Protein blocking adimi hari¢ belirtilen tiim agamalar arasinda dokular PBS

(pH: 7,4, 2x5 dk) ile yikand.

Negatif kontrol i¢in primer antikor yerine fare ve sigan serumuyla (Cizelge 2.2)

inkiibasyon gerceklestirildi. Pozitif kontrol amaciyla sigir mediastinal lenf diigiimii

kullanildi. Goriintiileme sonucu hedef hiicrelerdeki boyamalar immunpozitifligin

yaygin ve yogun boyanma 06zelligine gore x40 objektifte gliclii veya zayif olarak

belirtildi.

Tim boyamalar (HE, ZN, IP) 151k mikroskobu altinda (Leica DM4000)

degerlendirilerek, gerekli goriilenler ise fotograflandi (Leica DF-280).

Cizelge 2.2. immunperoksidaz boyamalarda kullanilan antikorlar ve uygulanan metotlar.

Antikor Klon Sulandirma Orani Antijen Retrieval Inkiibasyon Siiresi
M. bovis Polyclonal 1:100 Citrate buffer 1 saat (37 °C)
CD3 Polyclonal 1:100 Citrate buffer Gece boyu (4 °C)
CD68 MO718 1:100 EDTA Buffer Gece boyu (4 °C)
CDI119 BBIE-2 1:200 EDTA buffer Gece boyu (4 °C)
TNF-a Polyclonal 1:200 Citrate Buffer Gece boyu (4 °C)
IL-2 Polyclonal 1:200 Citrate Buffer Gece boyu (4 °C)
IL-4 701214 8 ng/ml Citrate Buffer Gece boyu (4 °C)
IL-17 Bo-IL-17A 1:400 Citrate buffer Gece boyu (4 °C)
Lambda Chain Polyclonal Ready-to-Use Citrate buffer Gece boyu (4 °C)
TLR4 Polyclonal 1:200 Citrate buffer Gece boyu (4 °C)
Rabbit IgG Monoclonal 1:100 Citrate/EDTA buffer G;ciagi);?(zlc")C)
Mouse IgG Monoclonal 1:100 Citrate/EDTA buffer Ge]:cseali:);?j(ZC")C)
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2.3.3.2. Konfokal Mikroskobi incelemeleri

Konfokal mikroskopta yapilan incelemeler i¢in IF boyama yontemi uygun
gorildii. Histopatolojik incelemelerde “primer kompleks” tanis1 konulmus
hayvanlardan segilen dokulardan (akciger ve mediastinal lenf diigiimii [n:10])
histokimyasal incelemeler i¢in hazirlanmis olan parafin bloklardan adezivli (APES)
lamlara 10 um kalinhiginda kesit alindi. Daha sonra tim preparatlar IF yontemi ile
boyandi. Bu amagla alinan kesitlerde deparafinizasyon ve rehidrasyon islemleri
sonrasi, antigen retrieval (Citrate Buffer, pH 6, 20 dakika kaynatma ve 20 dakika oda
sicakliginda sogutma) uygulandi. Daha sonra protein blokaj serumunda inkiibe
edilerek (37 °C, 10 dakika) primer antikorda (M. bovis, TNF-a, CD3) Cizelge 2.2’de
belirtilen siire ve sicakliklarda inkiibasyon sonrast Mouse anti-rabbit 1gG CFL 488
damlatilarak inkiibasyon (37 °C, 1 saat) uygulandi. Primer antikor inkiibasyonu sonrasi
goriintiilenecek sekunder antikor i¢in tekrar protein blocking serumunda inkiibasyon
sonrast (37 °C, 10 dakika) sekunder antikora (IL-4 ve IL-17) Cizelge 2.2’de belirtilen
uygun siire ve sicakliklarda inkiibasyon uygulanarak, Goat anti-mouse 1gG CFL 594
serumunda inkiibe (37 °C, 1 saat) edildi. Sonrasinda DAPI’de 1 saat oda 1sisinda
inkiibe edildi ve su bazli kapatici ile preparatlar kapatilarak farkli dalga boylarinda
(Cizelge 2.3) konfokal mikroskopta (Carl Zeiss LSM 880) incelendi. Protein blocking
adimu1 hari¢ belirtilen tiim agsamalar arasinda dokular PBS (pH: 7,4, 2x5 dakika) ile
yikandi.

Cizelge 2.3. Konfokal mikroskobik incelemelerde kullanilan ikili antikor eslestirilmesi.

Primer antikor Sekunder Antikor Incelenen Dalga Boylar1
M. bovis 1L-4 488-594
M. bovis 1IL-17 488-594
TNF-a 1IL-4 488-594
CD3 1IL-4 488-594
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2.3.4. Morfometrik incelemeler

Morfometrik incelemeler igin 151k mikroskobunda x40°lik objektifile LAS 4.13
(Leica) programinda 3648x2376 pixel ¢oziiniirliiglinde ¢ekilen resimlerde pozitif renk
skalas1 manuel belirlenerek 1000 pixel {iistii alanlar pozitif olarak kabul edildi.
Analizde elde edilen degerlere sonrasinda =+ standart hata oranlari eklenerek kantitatif

olarak degerlendirildi.

2.3.5. istatistiksel incelemeler

Morfometrik  incelemelerde  elde  edilen  degerlerde  gruplarin
karsilastirilmasinda Kruskal-Wallis Testi (Ostertagova ve ark, 2014), gruplar i¢i ¢oklu
karsilastirmalarda ise post-hoc Dunn testinden yararlanildi (SPSS 12.0, IBM).
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3. BULGULAR

3.1. Makroskobik Bulgular

Yapilan incelemeler sonrasi akciger ve/veya mediastinal lenf diiglimlerinde
goriilen lezyonlar morfolojik olarak prodiiktif (n:93) ve eksudatif (n:7) lezyonlar
olmak iizere 2 grupta degerlendirildi (Sekil 3.1). Prodiiktif lezyonlara hem akciger hem
de mediastinal lenf diiglimiinde (primer kompleks, n:30), sadece akciger (primer odak,
n:16) veya mediastinal lenf diigiimiinde (tam olmayan primer kompleks, n:47)

rastlandi.

Eksudatif lezyonlara ilgili degisiklikler ise akciger ve lenf diiglimlerinde

gozlendi.

Produktif Tuberkiloz Eksudatif Tuberkiloz
(n:93) (n:7)

Tam Olmayan Primer
Kompleks
(n:47)

Primer Odak
(n:16)

Primer Kompleks
(n:30)

Sekil 3.1. Makroskobik incelemelerde saptanan prodiiktif ve eksudatif lezyonlar.
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Akcigerlerin ozellikle kraniyal loblarinda bilateral olarak en kiicligi 2
milimetre, en biiyiigli 3 santimetre boyutlarinda, yiizeyden taskin (Sekil 3.2),
sarimsi/boz-beyaz renkte, ¢ogunlukla sert kivamda, belirgin sinirh tiiberkiiller
(prodiiktif tip) gozlendi (Sekil 3.3). Bu tiiberkiillerin bazilar1 ylizeyden taskin
karnabahar goriinimiindeydi (Sekil 3.4) Lezyonlarin etrafinda akciger dokusunda
belirgin ¢itirtt sesi duyuldu. Bazi olgularin bir kisminda (n:7) yer yer loblar arasinda
yapigmalar, plérada matlasma ve kalinlasmalar saptandi. Lezyonlarin kesit yiiziinde
merkezi sari-yesil renkte, koyu kivamli bigaga bulasan irin (n:22), baz1 olgularda da

sarimsi renkte kolaylikla parcalanabilir kazeifiye (n:40) yapidaydi.

Sekil 3.2. Yiizeyden tagkin tiiberkiiller, akciger.
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Sekil 3.3. Milier ve nodiiler tiiberkiiller ve kesit yiizleri, akciger.
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Sekil 3.4. Yiizeyden taskin, karnabahar goriiniimiinde tiiberkiiller, akciger.

Mediastinal lenf diigiimleri birkag kat1 biiylimiistii. Yaygin sekilde en kiigiigii 4
milimetre en biiyligii, 4 santimetre olan yiizeyden taskin, sarimsi/boz-beyaz renkte
cogunlukla sert kivamli, tiiberkiiller (Sekil 3.5) gozlendi. Bu lezyonlara kesit atarken
yer yer citirti1 sesi duyuluyordu. Lezyonlarin merkezi sari-boz renkte yaygin
kazeifiyeydi (Sekil 3.6) ve bicaga sivaniyordu (n:77). Bazilarinda beyaz renkli
graniiller dikkati ¢ekti (n:67). Bazilarinda ise bu alanlar sari-yesil renkli akiskan,
bastirilinca bosluklardan figkiran irin (Sekil 3.7) i¢erdigi saptandi (n:24).
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Sekil 3.5. Yiizeyden tagkin tiiberkiiller (beyaz daire) ve birinin kesit yiizii kesit yiizii
(beyaz ok), mediastinal lenf diigiimii.

Sekil 3.6. Tiiberkiillerin kesit yiizli, mediastinal lenf digimii.
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Sekil 3.7. Tiiberkiiliin kesit yiiziinden sizan sari-yesil renkli irin, mediastinal lenf
diigtimii.

Bazi olgularda, akciger ve mediastinal lenf digiimlerinde konglomere
tiiberkiiller gézlendi. Bunlar ¢ogunlukla ylizeyden tagskin ve/veya organlara gomiilii
vaziyetteydi (Sekil 3.8). Kesit yiizlerinde bag dokusu ile siirlandirilmis ¢ok sayida
yine kendi i¢inde degisen kalinlikta bag dokusunun sinirlandirdig tiiberkiiller goriildii

ve bunlarin bazi bdliimleri kismen kireg partikiilleri igermekteydi.
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Sekil 3.8. Yiizeyden taskin tiiberkiiller (beyaz daire) ve konglomere tiiberkiillerin kesit
yiizii (beyaz oklar), akciger ve mediastinal lenf digimii.

Olgularin bir kisminda, torakal boslukta interkostal kaslarda en kiigligii 1
santimetre, en biiyiigii 3 santimetre olan yiizeyden tagkin, sarimsi/boz-beyaz renkte

cogunlukla sert kivaml ylizeyden taskin tiiberkiiller (Sekil 3.9) gozlendi.
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Sekil 3.9. Interkostal kaslarda yiizeyden taskin tiiberkiiller, toraks.

Eksudatif lezyonlarda bilateral kraniyal loblarina yaygmn boz-beyaz renkte
genellikle yumusak kivaml, diizensiz kenarli kazeifiye alanlar gozlendi. Kesit
yiizlerinden kopiiklii ve bulanik sari-yesil renkte eksudat sizmaktaydi. Mediastinal lenf

diigtimleri ise siskin goriiniimde, kesit yiizli koyu renkli ve nemliydi.

Kontrol hayvani olarak secilen 5 hayvanda ise akciger ve mediastinal lenf

diigiimlerinde makroskobik incelemelerde herhangi bir lezyona rastlanmadi.
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3.2. Mikroskobik Bulgular

3.2.1. Prodiiktif Tiiberkiiloz

Makroskobik ve mikroskobik incelemeler sonrasinda saptanan tiiberkiillerin
yapist mikroskobik olarak incelenerek, Johnson ve ark. (2006) ve Wangoo ve ark.
(2005) kriterleri dikkate alinarak evrelendirilerek elde edilen veriler Cizelge 3.1°de
Ozetlendi. Yapilan evrelendirmelerde her bir kesitte baskin olan evre baz alinarak

sonug verildi.

Cizelge 3.1. Evrelerine gore prodiiktif lezyonlarin goriilme sikligi.

1. Evre 2. Evre 3. Evre 4. Evre Toplam

Primer Odak Akciger 2 3 5 6 16
Akciger 4 4 8 14 30
Primer Kompleks
Lenf Diigiimii - 1 2 27 30
Tam Olmayan Primer
Lenf Diigiimii - 5 10 32 47
Kompleks
Toplam 6 13 25 79
3.2.2. Primer Odak

Akcigerlerde farkli evrelerde (Cizelge 3.1) tiiberkiillerin yapilari tespit edilirken

mediastinal lenf diigiimlerinde nonspesifik degisiklikler goriildii.
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3.2.2.1. Akcigerler

1. Evre graniillomlar: Merkezde ¢ok sayida epiteloid makrofajlar ve az sayida
lenfosit (Sekil 3.10) goriildii. Bunlara yogun nétrofil 16kosit infiltrasyonu (n:1) eslik
ettigi gozlendi. Tuberkiillerin periferinde yer alan brong, bronsiyol ve alveol
limenlerinde yogun nétrofil 16kosit infiltrasyonu ile homojen 6dem (n:1); farkli bir
olguda interalveoler alanlarda, damar, brons ve bronsiyol g¢evrelerinde lenfosit ve

makrofajlardan olugan mononiiklear hiicre infiltrasyonlar dikkati gekti.

Sekil 3.10. I. Evre graniilom, primer odak, akciger, (A) x100, (B) x400, HE.
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II. Evre graniilomlar: Tiberkiillerin merkezinde piknotik ¢gekirdeklerinde yer
aldig1 kazeifiye alanlar, bunlarin etrafinda nétrofil 16kositler (Sekil 3.11) belirgindi.
Ek olarak, epiteloid makrofaj (n:2), lenfosit ve makrofajlardan olusan mononiiklear
hiicre infiltrasyonlari (n:2), ile Langhans tipi dev hiicreler (n:2) vardi. Bunlarin etrafi
fibrosit, fibroblast ve kollajen ipliklerden olusan ince bir bag dokudan kapsiille
cevriliydi.

Sekil 3.11. II. Evre graniilom, Primer odak, akciger, (A) x50, (B) x200, HE.
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I11. Evre graniilomlar: Merkezde piknotik hiicreler, kazeifikasyon nekrozu ve
kireglenme (n:4) igeren; ¢evresinde epiteloid makrofaj, Langhans tipi dev hiicre,
makrofaj ve lenfositlerden olusan mononiiklear hiicreler ve tek tiik notrofil 16kosit
infiltrasyonlar1 goriilen (n:3) ve etrafi fibrosit, fibroblast ve kollajen ipliklerden olusan
ince (n:3) ve/veya kalin (n:3) bag dokusundan kapsiille gevrili tipik tiiberkiiller (Sekil
3.12) gozlendi. Ayrica bir olguda brons, bronsiyol ve alveol lumenlerinde yogun
notrofil 16kosit infiltrasyonlar: dikkati ¢ekti.
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Sekil 3.12. III. Evre graniillom, primer odak, akciger, (A) x100, (B) x400, HE
[N: Nekroz alant; K: Kapsiil; Lenfosit (oklar); Makrofaj (ok basi)].
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IV. Evre graniilomlar: Birden ¢cok odaga sahip genis kazeifikasyon nekrozu,
kireglenme, piknotik hiicreler igermekteydi. Bunlarin ¢evresinde epiteloid makrofaj,
Langhans tipi dev hiicresi, ¢ogunlugu lenfosit ve makrofajlardan olusan mononiiklear
hiicreler (Sekil 3.13), az sayida nétrofil 16kosit (n:1), ¢evresi fibrosit, fibroblast ve
kollajen ipliklerden olusan kalin bir bag dokusu ile gevrili diizensiz tiiberkiil yapilari
gozlendi. Ayrica bir olguda interalveoler alanlarda, brons, bronsiyol ve damarlarin
cevresinde c¢ogunlugu lenfositlerden olusan mononiiklear hiicre infiltrasyonlar

goriildii. Basgka bir olguda ise alveol liimenlerinde homojen 6dem sivisi goriildii.

Sekil 3.13. IV. Evre graniilom, primer odak, akciger, (A) x100, (B) x400, HE [N:
Nekroz, Yildiz: Kire¢lenme].
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Primer odakta akcigerde goriilen evrelere gore lezyonlar ayrintili olarak Cizelge
3.2’de 6zetlendi.

Cizelge 3.2. Primer odakta akcigerde goriilen histopatolojik degisiklikler.

Epiteloid

No Nekroz Kireg Nétrofil MNHI Makrofaj Dev hiicresi Kapsiil Evre
POA-1 - - + + + - - 1
POA-2 - - - + + - - 1
POA-3 + - + + - - Ince 2
POA-4 + - + - + + Ince 2
POA-5 + - + + + + Ince 2
POA-6 + - + + + + Kalin 3
POA-7 + + £ + + + Ince 3
POA-8 + + + + + + Ince 3
POA-9 + + + + + + Ince 3

POA-10 + + - - bz + Kalin 3
POA-11 + 4 - + + + Kalin 4
POA-12 + + - + + + Kalin 4
POA-13 + + - + + e Kalin 4
POA-14 + + = + + + Kalin 4
POA-15 + + + + + + Kalin 4
POA-16 + + - + + + Kalin 4

3.2.2.2. Mediastinal Lenf Diigiimleri

Mediastinal lenf diigiimlerinde lenfoid hiicrelerin azaldigi, retikiiler ¢atinin
aci1ga ciktig1 (Sekil 3.14), yer yer lenfoid folikiillerin diizensizlestigi (n:6), genislemis
siniislerde dokiilmiis endotel hiicreler, nétrofil 16kosit (n:1), ¢ogunlugu lenfosit ve
plazma hiicrelerinden olusan mononiiklear hiicre infiltrasyonlart (n:5) gozlendi

(Cizelge 3.3).
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Sekil 3.14. Lenf folikiillerinde lenfoid hiicrelerde azalma, primer odak, mediastinal

lenf diigiimii, x100, HE.

Cizelge 3.3. Primer odakta mediastinal lenf diigiimlerinde goriilen histopatolojik
degisiklikler.

No

Nekroz

Kireg

Nétrofil

MNHI

Epiteloid
Makrofaj

Dev hiicresi

Kapsiil

Evre

POL-1
POL-2
POL-3
POL-4
POL-5
POL-6
POL-7
POL-8
POL-9
POL-10
POL-11
POL-12
POL-13
POL-14
POL-15
POL-16

+

+ o+ o+ o+ o+
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3.2.3. Primer Kompleks

Hem akciger hem de mediastinal lenf diiglimlerinde degisik evrelerde
graniilomlar tespit edildi (Cizelge 3.1). Ancak akcigerlerde hemen hemen her evreye
ait graniilomlar var iken mediastinal lenf diiglimlerinde 1. evre hari¢ diger tiim

evrelerdeki graniilomlara belirgin bir sekilde rastlandi.

3.2.3.1. Akcigerler

I. Evre graniillomlar: Merkezde ¢ok sayida epiteloid makrofajlar (Sekil 3.15),
ve bunlara eslik eden yogun nétrofil 16kosit infiltrasyonu (n:2) ile az sayida lenfositler
ile birlikte (n:2) tek tiik Langhans tipi dev hiicreleri (Sekil 3.16) (n:1) gozlendi.

Sekil 3.15. I. Evre graniilom, primer kompleks, akciger, x200, HE.
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Sekil 3.16. I. Evre graniilomlar, primer kompleks, akciger, x200, HE.

I1. Evre graniillomlar: Tiiberkiillerin merkezinde yer yer piknotik ¢ekirdeklerin
eslik ettigi belirgin kazeifiye alanlar, bunlarin etrafinda nétrofil 16kosit, epiteloid
makrofaj, lenfosit ve makrofajlardan olusan mononiiklear hiicre infiltrasyonlari,
Langhans tipi dev hiicreleri (Sekil 3.17) vardi. Tiberkiillerin etrafi ise fibrosit,
fibroblast ve kollajen ipliklerden olusan ince bag dokudan kapsiille (n:2) ¢evriliydi
(Sekil 3.18).
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Sekil 3.17. 1I. Evre graniilom, primer kompleks, akciger, x100, HE (N: Nekroz, Oklar:

dev hiicreleri).
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Sekil 3.18. II. Evre graniilom, primer kompleks, akciger, x200, HE (N: Nekroz, K:
Kapsiil).

I11. Evre graniilomlar: Merkezde piknotik hiicreler, kazeifikasyon nekrozu ve
kireglenme iceren; ¢evresinde epiteloid makrofaj, Langhans tipi dev hiicre, makrofaj
ve lenfositlerden olusan mononiiklear hiicreler ve tek tik notrofil lokosit

infiltrasyonlar1 goriilen (n:4) etrafi fibrosit, fibroblast ve kollajen ipliklerden olusan
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ince (n:5) ve/veya kalin bag dokusundan (n:3) kapsiille ¢evrili tipik tiiberkiiller (Sekil
3.19) gozlendi. Sadece 1 olguda III. evre graniilomlara ayni kesitlerde 1. Evre
graniilomlar da (Sekil 3.20) eslik ediyordu. Farkli 1 olguda brons, bronsiyol, damar
cevresi ve interalveoler alanlarda, cogunlugu lenfositlerden olugan mononiiklear hiicre

infiltrasyonlar1 goriildii. Atelektazik alveollere (n:1) de yer yer rastlandi.

Sekil 3.19. III. Evre graniilom, primer kompleks, akciger, (A) x100, (B) x200, HE [N:
Nekroz; K: Kapsiil; Langhans tipi dev hiicreleri (oklar)].
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Sekil 3.20. I1I. Evre graniilom ve I. Evre graniilom (ok), primer kompleks, x100, HE.

IV. Evre graniilomlar: Kire¢lenmis genis kazeifikasyon nekrozlarinin (Sekil
3.21) etrafinda epiteloid makrofaj, Langhans tipi dev hiicre (Sekil 3.22), ¢ogunlugu
lenfosit ve makrofajlardan olusan mononiiklear hiicreler, az sayida notrofil 16kositler
(n:4) vardi. Bunlar ise fibrosit, fibroblast ve kollajen ipliklerden olusan kalin bag
dokusu ile gevrilmisti. Buna ek olarak IV. Evre graniilomlarin gevresine dizilmis
sekilde kiime halinde nétrofil 10kosit epiteloid histiyosit ve tek tiik lenfositler goriilen
¢ok sayida I. Evre graniilomlar (n:2) gézlendi. Farkli bir olguda ise brons ¢evresindeki
lenfoid folikiillerin hiperplazik oldugu gériildii. Bir olguda brons, bronsiyol ve alveol
liimenlerinde notrofil 16kosit infiltrasyonu ve alveol liimenlerinde pembe homojen

O0dem s1vist dikkati gekti.

56



Sekil 3.21. IV. Evre graniilom, primer kompleks, akciger, x50, HE (N: Nekroz, Yildiz:

Kireglenme).

Sekil 3.22. IV. Evre graniilom, primer kompleks, akciger, x200, HE.
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Primer komplekste akcigerlerdeki graniilomlarda goriilen lezyonlar Cizelge

3.4°de Gzetlendi.

Cizelge 3.4. Primer komplekste akcigerde goriilen histopatolojik degisiklikler.

No Nekroz Kireg Notrofil MNHI f{;gg}i;} hili)ciz:/si Kapsiil Evre
PKA-1 - - - + + - - 1
PKA-2 - - - + - - 1
PKA-3 - - + - + - - 1
PKA-4 - - + - + + - 1
PKA-5 + - + + + + ; 9
PKA-6 - - + + + + Ince 2
PKA-7 + - + + + + Ince 2
PKA-8 + - + + + + . 2
PKA-9 + + + + + + Ince 3
PKA-10 + + + + + + Ince 3
PKA-11 + + - + + + Kalin 3
PKA-12 + + + + + Ince 3
PKA-13 + + + + + + Kalin 3
PKA-14 + + + + + Ince 3
PKA-15 + + - + + + Ince 3
PKA-16 + + - + + + Kalin 3
PKA-17 + + + + + + Kalin 4
PKA-18 + + - + + + Kalin 4
PKA-19 + + + + + + Kalin 4
PKA-20 + + - + + + Kalin 4
PKA-21 + + - + + + Kalin 4
PKA-22 + + - + + + Kalin 4
PKA-23 + + - + + + Kalin 4
PKA-24 + + - + + + Kalin 4
PKA-25 + + - + + + Kalin 4
PKA-26 + + + + + + Kalin 4
PKA-27 + + - + + + Kalin 4
PKA-28 + + - + + + Kalin 4
PKA-29 + + - + + + Kalin 4
PKA-30 + + + + + + Kalin 4
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3.2.3.2. Mediastinal Lenf Diigiimleri

I. Evre graniilomlar: Primer kompleks olarak degerlendirilen mediastinal lenf

diigiimlerinde bu evre graniilomlar gdzlenmedi.

I1. Evre graniilomlar: Tiberkiiliin merkezinde piknotik ¢ekirdeklerinde yer
aldig1 kazeifiye alanlar belirgin (Sekil 3.23), bunlarin etrafinda nétrofil l6kosit,
epiteloid makrofaj, lenfosit ve makrofajlardan olusan mononiiklear hiicre

infiltrasyonlari, Langhans tipi dev hiicreleri (Sekil 3.24) vardi.

Sekil 3.23. II. Evre graniilom, primer kompleks, mediastinal lenf diigiimii, x200, HE
(N: Nekroz).
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Sekil 3.24. I1. Evre graniilom, primer kompleks, mediastinal lenf diigiimii, x400, HE.

I11. Evre graniilomlar: En distan fibrosit, fibroblast ve kollajen ipliklerden
olusan tek sira ince bag dokusundan kapsiiliin ¢evreledigi merkezde kazeifikasyon
nekrozu ve kire¢lenme iceren (n:1) gevresinde epiteloid makrofaj, Langhans tipi dev
hiicre, makrofaj ve lenfositlerden olusan mononiiklear hiicre infiltrasyonu (Sekil 3.26)

goriilen tipik tiiberkiiller (Sekil 3.25) gozlendi.

Sekil 3.25. III. Evre graniilom, primer kompleks, mediastinal lenf diigiimii, x50, HE
(Y1ldiz: Kireglenme, N: Nekroz, K: Kapsiil).
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Sekil 3.26. I1I. Evre graniilom, primer kompleks, mediastinal lenf diigiimii, x200, HE.

IV. Evre graniillomlar: Cok sayida genis kazeifikasyon nekrozu, kireglenme,
piknotik hiicreler icerdigi goriildii. Bunlarin ¢evresinde epiteloid makrofaj, Langhans
tipi dev hiicre, az sayida notrofil 16kosit (n:6), ¢ogunlugu lenfosit ve makrofajlardan
olusan mononiiklear hiicreler, ¢evresi fibrosit, fibroblast ve kollajen ipliklerden olusan
kalin bag dokusu ile ¢evrili diizensiz graniilom yapilari (Sekil 3.27) gézlendi. Bunlara
ek olarak 2 olguda IV. Evre graniilomlarin g¢evresinde nétrofil 16kosit, epiteloid
makrofaj ve tek tiik lenfositlerden olusan 1. Evre graniilomlar dikkati ¢ekti. Bir olguda
mediastinal lenf folikiillerinde mediastinal lenfoid hiicrelerin azalarak retikiiler ¢atinin
aci8a ciktigr dikkati cekti. Bir olguda da damar liimenlerinde nétrofil 16kositler

gorilldil.
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Sekil 3.27. IV. Evre graniilom, primer kompleks, mediastinal lenf digiimii, x50, HE
(K: Kapsiil, Yildizlar: Kireglenme).

Primer komplekste mediastinal lenf diigiimlerinde goriilen lezyonlar Cizelge
3.5°de gosterildi.
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Cizelge 3.5. Primer komplekste mediastinal lenf diigiimlerinde goriilen histopatolojik

degisiklikler.
No Nekroz Kireg Notrofil MNHI Ep iteloiq Dev hiicresi Kapsiil Evre
Makrofaj
PKL-1 + - + + + - 2
PKL-2 + - - + + + Ince 3
PKL-3 + + - + + + Ince 3
PKL-4 + + + + + + Kalin 4
PKL-5 + + - + + + Kalin 4
PKL-6 + + - + + + Kalin 4
PKL-7 + + - + + + Kalin 4
PKL-8 + + - + + + Kalin 4
PKL-9 + + + + + Kalin 4
PKL-10 + + + + + Kalin 4
PKL-11 + + - + + o Kalin 4
PKL-12 + + + + + + Kalin 4
PKL-13 + + - + + + Kalin 4
PKL-14 + + 5 + + + Kalin 4
PKL-15 + + - + + + Kalin 4
PKL-16 + + - + + + Kalin 4
PKL-17 + + + + + + Kalin 4
PKL-18 + + - + + + Kalin 4
PKL-19 + + - + + + Kalin 4
PKL-20 + + - + + + Kalin 4
PKL-21 + + + + + + Kalin 4
PKL-22 + + - + + + Kalin 4
PKL-23 + + - + + + Kalin 4
PKL-24 + + - + + + Kalin 4
PKL-25 + + - + + + Kalin 4
PKL-26 + + - + + + Kalin 4
PKL-27 + + - + + + Kalin 4
PKL-28 + + - + + + Kalin 4
PKL-29 + + - + + + Kalin 4
PKL-30 + + - + + + Kalin 4
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3.2.4. Tam Olmayan Primer Kompleks

Makroskobik muayene sonucu tam olmayan primer kompleks tanis1 konulan
hayvanlarin  akcigerlerinde tiiberkiile rastlanilmasina ragmen nonspesifik
histopatolojik degisiklikler gozlendi. Mediastinal lenf diigiimlerinin ise tiimiinde I.

Evre harig diger evrelerdeki graniilomlar belirgin sekilde tespit edildi.

3.2.4.1. Akcigerler

Bronsg, bronsiyol ve alveol liimenlerinde yogun nétrofil 16kosit infiltrasyonu
(Sekil 3.28) ve pembe homojen 6dem sivist (n:7) goriildii. Farkli olgularda brons,
bronsiyol ve damarlarin ¢evresinde ve interalveoler alanlarda cogunlugu lenfosit olan
mononiiklear hiicre infiltrasyonlarina (n:4) rastlandi. Bir olguda merkezde eozinofilik
parazit kutikulasi oldugu, yapinin baz1 bolgelerde kireclenme gosterdigi, ¢cevresinde
ise yabanci cisim dev hiicreleri ve ¢ogunlugu makrofaj ile lenfositlerden olusan
mononiiklear hiicre infiltrasyonlar goriildii. Bu yapinin ¢evresinde fibrosit, fibroblast
ve kollajen ipliklerden olusan bag dokudan kapsiil gozlendi. Ayrica bronglarin
cevresindeki lenf folikiillerinin hiperplazik oldugu (n:5) dikkati ¢ekti. Buna ek olarak

alveol liimenlerinde pembe homojen 6deme (n:3) rastlandi.
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Sekil 3.28. Bronsiyol ve alveol lumenlerinde nétrofil 16kosit infiltrasyonu, akciger, (A)
x200, (B) x400, HE.

Tam olmayan primer komplekste, akcigerlerde goriilen lezyonlar Cizelge

3.6’da Ozetlendi.
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Cizelge 3.6. Tam olmayan primer komplekste akcigerde goriilen histopatolojik degisiklikler.

No Nekroz Kireg Notrofil MNHI f/});g?fﬁ Dev hiicresi Kapsiil Evre
TOPKA-1 - - + - - - - -
TOPKA-2 - - - - - - - -
TOPKA-3 - - - - - - - -
TOPKA-4 - - - - - - - -
TOPKA-5 - - - - - - - -
TOPKA-6 - - - - - - - -
TOPKA-7 - - - - - - - -
TOPKA-8 - - - - - - - -
TOPKA-9 - - - - - - - -

TOPKA-10 - - - + - - - -
TOPKA-11 - - - - - - - -
TOPKA-12 - - + - - - - -
TOPKA-13 - - - - - - - -
TOPKA-14 - - - - - - - -
TOPKA-15 - - - - - - - -
TOPKA-16 - - + - - - - -
TOPKA-17 - - - - - - - -
TOPKA-18 - - - - - - - -
TOPKA-19 - - - - - - - -
TOPKA-20 - - - - - - - -
TOPKA-21 - - - - - - - -
TOPKA-22 - - - - - - - -
TOPKA-23 - - - - - - - -
TOPKA-24 - - - - - - - -
TOPKA-25 - - - + . 3 - -
TOPKA-26 - - + - - = - -
TOPKA-27 - - - - - - - -
TOPKA-28 - - + . - - - -
TOPKA-29 - - - - - - - -
TOPKA-30 - - - - - - - -
TOPKA-31 - - - + - - - -
TOPKA-32 - - - - - - - -
TOPKA-33 - - - - - - - -
TOPKA-34 - - + - - - - -
TOPKA-35 - - - + - - - -
TOPKA-36 - - - - - - - -
TOPKA-37 - - - - - - - -
TOPKA-38 - - - - - - - -
TOPKA-39 - - - - - - - -
TOPKA-40 - - - - - - - -
TOPKA-41 - - - - - - - -
TOPKA-42 - - + - - - - -
TOPKA-43 + + . + + + + -
TOPKA-44 - - - - - - - -
TOPKA-45 - - - - - . - .
TOPKA-46 - - - - - - - -
TOPKA-47 - - - - - - - -
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3.2.4.2. Mediastinal Lenf Diigiimleri

I. Evre graniilomlar: Tam olmayan primer komplekslerde mediastinal lenf

diigiimlerinde 1. Evre graniiloma rastlanmadi.

II. Evre graniilomlar: Merkezinde piknotik cekirdeklerinde yer aldigi
kazeifiye alanlar belirgin, bunlarin etrafinda nétrofil 16kosit, epiteloid makrofaj,
lenfosit ve makrofajlardan olusan mononiiklear hiicre infiltrasyonlari, Langhans tipi
dev hiicreleri, tek sira fibrosit, fibroblast ve kollajen ipliklerden olusan ince bag
dokusuyla ¢evriliydi (Sekil 3.29). Bir olguda mediastinal lenfoid folikiillerin
hiperplazik oldugu dikkati ¢ekti.

Sekil 3.29. II. Evre graniilom, tam olmayan primer kompleks, mediastinal lenf
diigiimii, x100, HE (N: Nekroz, K: Kapsiil).

III. Evre graniilomlar: Merkezde piknotik hiicreler, kazeifikasyon nekrozu ve
kireglenme iceren; ¢evresinde epiteloid makrofaj, Langhans tipi dev hiicre, makrofaj
ve lenfositlerden olusan mononiiklear hiicreler ve tek tiikk notrofil 16kosit

infiltrasyonlar1 goriilen (n:1) ve etrafi fibrosit, fibroblast ve kollajen ipliklerden olusan
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ince (n:6) ve/veya kalin (n:4) bag dokusundan kapsiille ¢evrili tipik tiiberkiiller (Sekil
3.30) gozlendi.

Sekil 3.30. III. Evre graniilom, tam olmayan primer kompleks, mediastinal lenf
digiimii, x100, HE (N: Nekroz; K: Kapsiil).

IV. Evre graniilomlar: Coklu odaklar halinde genis kazeifikasyon nekrozu,
kireglenme, piknotik hiicreler igermekteydi. Bunlarin ¢evresinde epiteloid makrofaj,
Langhans tipi dev hiicre, ¢ogunlugu lenfosit ve makrofajlardan olusan mononiiklear
hiicreler, az sayida notrofil 16kosit (n:11), gevresi fibrosit, fibroblast ve kollajen
ipliklerden olusan kalin bag dokusu ile ¢evrili diizensiz graniillom yapilar1 (Sekil 3.31)
gozlendi. 1ki olguda graniilomlarin ¢evresinde ayn1 kesitte . Evre graniilomlar dikkati

¢ekti. Farkli birer olguda kanama ve damar limenlerinde nétrofillere rastlandi.
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Sekil 3.31. IV. Evre graniilom, tam olmayan primer kompleks, mediastinal lenf
diigimii, (A) x100, (B) x200, HE.

Tam olmayan primer komplekste lenf diigiimlerinde graniilomlarda goriilen

lezyonlar Cizelge 3.7’da 6zetlenmistir.
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Cizelge 3.7. Tam olmayan primer komplekste mediastinal lenf diigiimlerinde goriilen

histopatolojik degisiklikler.

No Nekroz Kireg Notrofil MNHI f{;gi)oflg Dev hiicresi Kapsiil Evre
TOPKL-1 + - + + + + Ince 2
TOPKL-2 + - + + + + Ince 2
TOPKL-3 + - + + + + ince 2
TOPKL-4 + - + + + + ince 2
TOPKL-5 + - + + + + ince 2
TOPKL-6 + + - + + + Kalin 3
TOPKL-7 + + - + + + Ince 3
TOPKL-8 + + + + + Ince 3
TOPKL-9 + + - + + + Ince 3

TOPKL-10 + + - + + + Ince 3
TOPKL-11 + - - + + + ince 3
TOPKL-12 + + - + + + Kalin 3
TOPKL-13 + - - + + + Kalin 3
TOPKL-14 + - - + + + Kalin 3
TOPKL-15 + + + + + + Ince 3
TOPKL-16 + + - + + + Kalin 4
TOPKL-17 + + - + + + Kalin 4
TOPKL-18 + + E + + + Kalin 4
TOPKL-19 + + = + + + Kalin 4
TOPKL-20 + + i + + + Kalin 4
TOPKL-21 + + + + + + Kalin 4
TOPKL-22 + + - + + + Kalin 4
TOPKL-23 + + + + + + Kalin 4
TOPKL-24 + + = + + + Kalin 4
TOPKL-25 + + - + + + Kalin 4
TOPKL-26 + + - + + + Kalin 4
TOPKL-27 + + - + + + Kalin 4
TOPKL-28 + + - + + + Kalin 4
TOPKL-29 + + + + + + Kalin 4
TOPKL-30 + + - + + + Kalin 4
TOPKL-31 + + - + + + Kalin 4
TOPKL-32 + + - + + + Kalin 4
TOPKL-33 + + - + + + Kalin 4
TOPKL-34 + + - + + + Kalin 4
TOPKL-35 + + + + + + Kalin 4
TOPKL-36 + + + + + + Kalin 4
TOPKL-37 + + - + + + Kalin 4
TOPKL-38 + + - + + + Kalin 4
TOPKL-39 + + - + + + Kalin 4
TOPKL-40 + + + + + + Kalin 4
TOPKL-41 + + - + + + Kalin 4
TOPKL-42 + + - + + + Kalin 4
TOPKL-43 + + + + + + Kalin 4
TOPKL-44 + + + + + + Kalin 4
TOPKL-45 + + + + + + Kalin 4
TOPKL-46 + + + + + + Kalin 4
TOPKL-47 + + + + + + Kalin 4
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Yapilan incelemelerde morfolojik olarak (Sekil 3.32; Sekil 3.33) makrofaj
cekirdekleri at nali ya da tag seklinde dizilmis, bazilarinin sitoplazmasinda fagositik
materyal bulunan Langhans tipi dev hiicreleri (Sekil 3.34; Sekil 3.35); kireglenmeye
yakin alanlarda ve/veya graniilom yapisinda sitoplazmasinda sekilsiz vakuoller
ve/veya fagosite edilmis hiicreler bulunan (Sekil 3,36), hiicre ¢ekirdekleri diizensiz
siralanmig  yabanci cisim dev hiicreleri (Sekil 3.37; Sekil 3.38); ¢ekirdekler
sitoplazmada paralel dizilmis sekilde olan osteoklastik dev hiicrelerine benzer

morfolojiler gozlendi.

Sekil 3.32. Dev hiicresi olusumlari, x400, HE.
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Sekil 3.34. Tipik Langhans tipi dev hiicreleri, x400, HE.
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Sekil 3.35. Sitoplazmasinda fagosite edilmis materyal bulunan (siyah daire 2x
yakinlastirma) Langhans tipi dev hiicresi, x200, HE.

A
W A

Sekil 3.36. Sitoplazmasinda fagosite edilmis hiicre (siyah daire, 2,5x yakinlagtirma)
bulunan yabanci cisim dev hiicresi, x200, HE.
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Sekil 3.37. Yabanci cisim dev hiicreleri (oklar), (A) x200, (B) x400, HE.
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Sekil 3.38. Yabanci cisim dev hiicreleri, (A) x100 (daire x2 yakinlastirma), (B-C) x200,
HE., Nekroz alaninda bulunan etken immupozitifligi, (D) x1000, ABC-P.
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3.2.5. Eksudatif Lezyonlar

Incelenen doku drneklerinden akcigerlerde tiim damarlar hiperemikti. Yer yer
yaygin eozinofilik kaze6z bu alanlarda piknotik ve/veya pargali ¢ekirdekli nétrofil
l6kositlerin eslik ettigi kazedz pnomoni odaklar1 goriildii. Ayrica bu odaklarin
periferinde yer alan brons, bronsiyol, alveollerin lumenlerinde notrofil 16kositler ve az

sayida diger yangisal hiicrelere ve pembe homojen 6dem sivisina rastlandi.

Mediastinal lenf digiimlerinde ise lenf folikiillerinin diizensizleserek
hiperplazik goériinimde oldugu, genislemis olan kortikal ve medullar siniislerde de
dokiilmiis endotel hiicreleri ile ¢ogunlugu lenfositlerden olusan mononiiklear hiicre

infiltrasyonlar dikkati ¢ekti ve Lenfadenitis simpleks tanisi koyuldu.

Mikroskobik incelemeler sonrasi eksudatif lezyon goriilen hayvanlarin akciger
ve mediastinal lenf diigiimleri tiiberkiil igermedigi igin ¢alisma materyalinden

cikarildi.

3.2.6. Ziehl Neelsen Boyamasi Bulgular

Prodiiktif olgularin hepsinde ZN boyamasi yapilmis ancak sadece primer
komplekslerde 10 adet (%11) akciger ve/veya mediastinal lenf diigiimlerinde Ziehl
Neelsen boyamalart sonucu asit-fast etkenlere rastlanildi. Bu etkenler nekrotik
alanlarda ve gevresinde ¢ogunlukla serbest halde (Sekil 3.39), daha az sayida da
makrofajlarda fagosite edilmis halde (n:1) (Sekil 3.40) agik kirmizi renkte ve gomak
seklinde gortildii.
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Sekil 3.39. Tiberkiillerde serbest asit-fast etkenler, mediastinal lenf diigimi, x200,

ZN.

Sekil 3.40. Makrofaj sitoplazmasinda goriilen asit-fast etkenler (x2,5 yakinlastirma),

mediastinal lenf diigiimii, x400, ZN.
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3.3. Immunohistokimyasal Bulgular

Immunohistokimyasal incelemeler igin akciger ve mediastinal lenf
diigiimlerinde tiim hayvanlarda Mycobacterium bovis, CD3, CD68, CD119, TNF-a,
IL-2, IL-4, IL-17, Lambda Chain ve TLR-4 antikoru boyamalar1 yapilarak, etkenin
lokalizasyonu ve etkene karsi immiin sistemde etkili olan mekanizmalar (Sekil 3.59)

detayl1 olarak incelendi.

3.3.1. Mycobacterium bovis Antikoru

Hastalik etkenini gostermek igin, parafin kesitlere Mycobacterium bovis
antikoru (Cizelge 2.1) kullanilarak yapilan boyamalarda: prodiiktif tipte primer odak
(Sekil 3.41), primer kompleks ve tam olmayan primer komplekste akciger ve/veya
mediastinal lenf diigiimlerinde degisen siddet ve yogunlukta tugla kirmizist renginde
comak ve/veya graniiler goriiniimde Mycobacterium bovis antijenleri saptandi. Bunlar
akcigerlerde (primer odak ve primer komplekste) nekrotik alanlarda serbest halde
(Sekil 3.42; Sekil 3.43) iken, Langhans tipi dev hiicreleri (Sekil 3.44) ile makrofajlarin
sitoplazmalarinda goriildii. Ayn1 zamanda tiiberkiillerin periferinde yer alan brons,
bronsiyol ve alveol (Sekil 3.45) epitel hiicrelerinin sitoplazmalarinda ve limenlerinde
yer alan eksudatta benzeri yapida serbest ve/veya makrofajlarin sitoplazmasinda (Sekil
3.46) antijenlere rastlandi. Aymi zamanda damar endotel hiicrelerinin

sitoplazmalarinda da (Sekil 3.47) antijenler goriildii.

Eksudatif tipte ise nekrotik merkezlerde, brons, bronsiyol ve/veya alveollerdeki

eksudatta serbest halde comak seklinde, tugla kirmizist renginde etkenlere rastlandi.

Kontrol grubundaki kesitlerde ise Mycobacterium bovis antijenine rastlanmadi.
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Sekil 3.41. Primer odak lenf diiglimlerinde makrofaj sitoplazmasinda goriilen
etkenler, (A) 400x, (B-D) 1000x, ABC-P.
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Sekil 3.42. Nekrotik alanlarda ve periferinde (oklar); makrofajlarda (kisa oklar)
immunopozitif etkenler, mediastinal lenf diigtimi, x100, ABC-P.
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Sekil 3.44. Dev hiicrelerde goriilen etken immunopozitiflikleri, mediastinal lenf
diigiimi, (A) x400, (B) x1000, ABC-P.

79



Sekil 3.45. Alveol epitellerinde ve/veya alveol liimenlerde etken immunopozitiflikleri,
akciger, (A-B) x400, ABC-P.
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Sekil 3.46. Bronsiyol epitellerin apikal uglarinda (ince oklar) ve eksudattaki
makrofajlarda (kalin oklar) etken immunopozitiflikleri, akciger, x400, ABC-P.

Sekil 3.47. Damar endotellerinin sitoplazmalarinda etken immunopozitiflikleri (oklar),
akciger, x1000, ABC-P.

3.3.2. Toll-like Receptor 4 Antikoru

TLR-4 immunopozitifligi akcigerlerde tiiberkiillerde makrofajlar ve
lenfositlerde (Sekil 3.48), tiiberkiil disinda brons, bronsiyol epitel hiicrelerinde ve
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cevrelerindeki makrofaj ve lenfositlerde gozlendi. Mediastinal lenf diigiimlerinde ise
tiiberkiil i¢indeki ve/veya disindaki makrofaj ve lenfositlerin sitoplazmalarinda
homojen goriiniimde, tugla kirmizisi renginde, zayif goriiniimde immunopozitiflikler

dikkati ¢ekti.

Sekil 3.48. Tiberkiillerdeki TLR4 immunopozitifligi, mediastinal lenf diigiimii, (A-B)
x400, ABC-P.

Kontrol grubunda ise akcigerde brons ve bronsiyol epitellerinde (Sekil 3.49),

cevresindeki makrofajlarin; mediastinal lenf diiglimlerinde medullar sindsteki
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makrofajlarin ve lenfositlerin sitoplazmasinda homojen, tugla kirmizisi renginde zayif

immunopozitiflikler goriildii.

Sekil 3.49. Bronsiyol epitellerinde TLR4 immunopozitifligi, akciger, x100, ABC-P.

3.3.3. CD3 Antikoru

CD3 immunopozitifligi akciger ve mediastinal lenf diigiimlerinde hem
tiiberkiillerdeki lenfositlerde (Sekil 3.50) hem de tiiberkiil disindaki lenfositlerde
goriildii. Bu hiicrelerin sitoplazmalarinda homojen, tugla kirmizisi renkte giiglii

immunopozitiflikler dikkati ¢ekti.
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Sekil 3.50. Tiberkiillerdeki lenfositlerde CD3 immunopozitifligi, (A) x100, (B-C)
x400, ABC-P.
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Kontrol grubunda ise akcigerlerde brons ve damar ¢evrelerinde lenfositlerde;
lenf diigiimlerinde lenf folikiillerindeki lenfositlerde (Sekil 3.51) immunopozitifliklere

rastlandi.

Sekil 3.51. Lenf folikiillerinde CD3 immunopozitifligi, x400, ABC-P.

3.3.4. CD119 Antikoru

CDI119 antikoru ile yapilan boyamalarda akciger ve mediastinal lenf
diigiimlerinde bulunan tiiberkiillerdeki makrofajlarin sitoplazmalarinda tugla kirmizisi
renginde zayif ve/veya giiglii homojen (Sekil 3.52) immunopozitifliklilere rastlandi.
Ayrica her iki dokuda da tiiberkiillerin disinda yer alan makrofajlarda da benzer renkte

ve yogunlukta immunopozitiflikler goriildii.
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Sekil 3.52. Tiiberkiil yapisinda zayif ve/veya giiglii CD119 immunpozitifligi, (A-B)
x400, ABC-P.

Kontrol grubunda ise akcigerde brons c¢evresindeki makrofajlarin
sitoplazmalarinda (Sekil 3.53); lenf diiglimlerinde ise medulla ve subkapsiiler
sinlisteki makrofajlarda tugla kirmizisi renkte zayif homojen immupozitifliklere

rastlandi.

86



- ~
i \ ~ - i
L R 2% . S
— . Ay AR ’ \
4 (= Taw ‘.\\‘
\k : : & ‘ " L. 4 |
o > g ¥ .- .‘.‘ o .
2 L \ A .‘\/ “.‘6‘;7{
\ \ A av
{ p s PR e R
® o noR
," , \ — ni A
) w“w e
v" = o I 44
f », s - V L -
) o 5 ' v e 1
\ = | vy 2.”
1) £ & E. ~ A ¥'v %
- R : . )(
~ - - ~k ,
\ e ' »
~ L A

Sekil 3.53. Brons cevresindeki makrofajlarda CD119 immunopozitifligi, x400, ABC-

P.

3.3.5. Interleukin-4 Antikoru

IL4 antikoru ile IP boyamasi sonrasi akciger ve lenf diiglimlerinde tiiberkiil ve

periferlerinde immunopozitifliklere raslandi. Akciger ve lenf diigiimlerindeki

tiiberkiillerde makrofaj ve lenfositlerde zayif immunopozitiflikler (Sekil 3.54)

gorildii. Periferinde ise akcigerde intersitisyel alanlarda ve BALT taki makrofajlar ve

lenfositlerde, lenf digiimlerinde de kortikal ve medullar siniislerdeki makrofaj ve

lenfositlerde immunopozitiflikler gozlendi. Bunlar hiicrelerin  sitoplazmasinda

homojen sekilde, tugla kirmizisi renkte dikkati ¢ekti.
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Sekil 3.54. Tiiberkiil yapisinda zayif IL4 immunopozitiflikleri, x400, ABC-P.

Kontrol grubunda ise BALT yapisinda lenfositlerde; mediastinal

lenf

diigiimlerinde lenf folikiillerindeki lenfositlerin sitoplazmalarinda tugla kirmizisi

renkte, homojen immunopozitiflikler dikkati ¢ekti.

3.3.6. Interleukin-17 Antikoru

IL17 immunopozitifligi hem tiiberkiil yapisindaki lenfosit ve makrofajlarda (Sekil

3.55) hem de tiiberkiil disinda akcigerlerde intersitisyel alan, brons ve bronsiyol ile

damar ¢evrelerinde, mediastinal lenf diigiimlerinde ise damar gevrelerinde, siniislerde

ve lenf folikiillerindeki lenfosit ve makrofajlarda immunopozitiflikler goriildi. Bu

hiicrelerde immunopozitiflikler tugla kirmizisi renginde, giiclii ve/veya zayif homojen

goriiniimde gozlendi.
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Sekil 3.55. Tiiberkiil yapisindaki IL17 immunopozitiflikleri, (A-B) x400, ABC-P.

Kontrol grubunda ise akcigerde brons ¢evresindeki lenfositlerde; mediastinal
lenf diigiimlerinde, lenf folikiillerindeki lenfositlerin sitoplazmalarinda homojen, tugla

kirmizis1 renkte zayif immunopozitifliklere rastlandi.
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3.3.7. Lambda Chain Antikoru

Lambda chain immunpozitifligi akcigerlerde tiiberkiillerin yapisinda bulunan
lenfosit ve makrofajlarda (Sekil 3.56), tiiberkiil disinda ise brons, bronsiyol etrafindaki
lenfosit ve makrofajlarda BALT’1 olusturan lenfositlerde goriildii. Mediastinal lenf
diigimlerinde ise siniislerde bulunan makrofaj ve lenfositlerin yanisira lenf
folikiillerindeki lenfositlerde, hiicre sitoplazmalarinda, homojen goriiniimde, tugla

kirmizisi renginde, zayif ya da giiglii immunopozitiflikler dikkati ¢ekti.

Kontrol grubunda ise akcigerde brons cevresindeki makrofaj ve lenfositlerde;
lenf diiglimlerinde ise lenf folikiillerindeki lenfositlerde, medullar ve subkapsiiler
sinlislerdeki makrofajlarin sitoplazmalarinda homojen, zayif ve/veya giiclii, tugla

kirmizisi renkte immunopozitiflikler (Sekil 3.57) gozlendi.
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Sekil 3.56. Tiiberkiil yapisindaki Lambda chain immunopozitiflikleri, (A-B) x400,
ABC-P.

Sekil 3.57. Lenf folikiillerinde Lambda chain immupozitiflikleri, x400, ABC-P.

91



3.3.8. TNF-a Antikoru

TNF-a ile yapilan immunohistokimyasal boyamalarda tiiberkiil icinde lenfosit

ve makrofajlarda, tiiberkiil disinda intersitisyel alan, brons ve bronsiyol ile damar

cevrelerindeki lenfosit ve makrofajlarda immunopozitiflikler goriildii. Mediastinal

lenf diigimlerinde ise tiiberkiildeki lenfosit ve makrofajlarda, siniislerde makrofaj ve

lenfositlerde, lenf folikiillerindeki lenfositlerde immunopozitifliklere rastlandi.

Kontrol grubunda

ise akcigerde

bronglarin ¢evresindeki lenfosit ve

makrofajlarin; mediastinal lenf digiimlerinde, lenf folikiillerindeki lenfositlerde (Sekil

3.58), subkapsiiler ve medullar siniislerdeki makrofajlarin sitoplazmasinda zayif,

homojen, tugla kirmizist renkte immunopozitiflikler gorildii.
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Sekil 3.58. Lenf folikiillerinde TNF-o, immunpozitiflikleri, x400, ABC-P.
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Sekil 3.59. Tiiberkiil yapisinda TLR4, CD3, CD119, TNF-a, IL-17, Lambda Chain
immunopozitifliklerinin lokalizasyonlari, x400, ABC-P.

3.3.9. CD68 Antikoru

Yapilan boyamalarda akciger ve mediastinal lenf diigiimlerinde immunopozitif

hiicreye rastlanmazken pozitif kontrol dokularinda immunopozitifliklere rastlandi.
(Sekil 3.60).
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Sekil 3.60. Tiiberkiil yapisindaki hiicrelerde CD68 negatifligi ve pozitif kontroldeki
immunopozitifliklikler, akciger, (A) x100, lenf diigiimii, (B) x400, ABC-P.

3.4. Konfokal Mikroskobi Bulgular:

Yapilan IF yontemiyle boyama primer antikor olarak M. bovis, CD3 ve TNF-a;
sekunder antikor olarak IL4 ve IL17 eslestirildi (Cizelge 2.3). Daha sonra 488 ve 594
dalga boylarinda konfokal mikroskopta goriintiillenme yapildi. Sonuglarda birbirinden
farkli 3’er olguda bulgulara rastlandi. Olgularin birinde ayn1 makrofajlarda etken ve
IL4 pozitifligi (Sekil 3.61) (yesil ve kirmizi); farkl hiicrelerde M. bovis ve 1L17 (Sekil
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3.62) immunopozitifligi (yesil ve kirmizi); yine farkli hiicrelerde CD3 ve IL-4

pozitifligine rastlandi.

Sekil 3.61. Makrofaj sitoplazmasinda M.bovis (yesil) ve IL-4 (kirmzi)
immunopozitifligi, akciger, x400, IF.

Sekil 3.62. Makrofaj sitoplazmasinda M.bovis (yesil) ve IL-17 (kirmizi)
immunopozitifligi, akciger, x400, IF.

95



3.5. Morfometrik incelemeler

LAS 4.13 programinda yapilan sayimlarda CD3, CD119, IL-17, Lambda Chain,
TLR4 ve TNF-a antikorlariyla yapilan immunohistokimyasal boyamalarda elde edilen
sonuclar aritmetik ortalama + standart hata olarak verildi. IL2 ve IL4 antikorlarinda

ise sayim i¢in yeterli 6rnekte immunopozitiflige rastlanmadi.

3.5.1. CD3 Antikoru Sayimi

Morfometrik olarak CD3, primer odakta akcigerde 6+0,97, mediastinal lenf
diiglimlerinde 41£8,9; primer komplekste akcigerde 35+7,9, mediastinal lenf
digiimlerinde 23+7,6; tam olmayan primer komplekste akcigerlerde 14+3,7,
mediastinal lenf digiimlerinde 24+3,8 olarak hesaplandi. Kontrol gruplarinda ise
akcigerde 5,7+0,73, mediastinal lenf digiimlerinde 640,97 olarak bulundu (Sekil
3.63).

CD3 CD3
50 60
40
40
30
20
20
10
0= I I I I 0- I I I I
POA PKATOPKA KA POL PKL TOPKL KL

Sekil 3.63. Lezyon tiplerine gore CD3 immunopozitiflik orani.
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3.5.2. CD119 Antikoru Saymm

CD119, primer odakta akcigerde 2,8+0,88, mediastinal lenf diigiimlerinde 3,5;
primer komplekste akcigerde 2,5+0,71, mediastinal lenf diiglimlerinde 6,9+2; tam
olmayan primer komplekste akcigerlerde 5,4+0,86, mediastinal lenf diigimlerinde
4,8+0,91 bulundu.

Kontrol grubunda ise akcigerde 1.5, lenf diigiimiinde 1,0+0,03 bulundu (Sekil
3.64).
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Sekil 3.64. Lezyon tiplerine gore CD119 immunopozitiflik orani.

3.5.3. Interleukinl7 Antikor Sayim

Morfometrik incelemelerde IL17, primer odakta akcigerde 9,4+4,9, mediastinal
lenf diigiimlerinde 13+4,6; primer komplekste akcigerde 8,8+2,7, mediastinal lenf
diigiimlerinde 15+5,5; tam olmayan primer komplekste akcigerlerde 9,9+1,8,

mediastinal lenf diiglimlerinde 14+5,2 olarak hesaplandi.
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Kontrol gruplarinda ise akcigerde 2,2+0,67, mediastinal lenf diigiimlerinde
3,24+0,88 olarak saptandi (Sekil 3.65).

IL-17 IL-17
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Sekil 3.65. Lezyon tiplerine gore IL17 immunopozitiflik orani.

3.5.4. Lambda Chain Antikor Sayim

Lambda Chain ile ilgili morfometrik incelemelerde primer odakta akcigerde
22+5,2, mediastinal lenf diigiimlerinde 26+5,3; primer komplekste akcigerde 15+3,2,
mediastinal lenf diigimlerinde 19+2,7; tam olmayan primer komplekste akcigerlerde

10+2, mediastinal lenf diigimlerinde 18+2,1 olarak hesaplandi.

Kontrol grubunda akcigerde 6,3+1,7, mediastinal lenf diigiimlerinde 3,7+1,1
olarak olgiildii (Sekil 3.66).
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Sekil 3.66. Lezyon tiplerine gére Lambda Chain immunopozitiflik orani.

3.5.5. TLR4 Antikoru Sayim

Morfometrik incelemelerde TLR4, primer odakta akcigerde 57+30,
mediastinal lenf diigiimlerinde 72+15; primer komplekste akcigerde 52+8,7,
mediastinal lenf diigimlerinde 61+7,3; tam olmayan primer komplekste akcigerlerde
53+8,3, mediastinal lenf diigiimlerinde 49+4,9°du.

Kontrol grubunda ise akcigerde 5,7+2,2, mediastinal lenf diigimlerinde 11+3,1
olarak bulundu (Sekil 3.67).
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Sekil 3.67. Lezyon tiplerine gére TLR4 immunopozitiflik orani.

3.5.6. TNF-a Antikor Sayim

Morfometrik incelemelerde TNF-o, primer odakta akcigerde 17424,
mediastinal lenf digiimlerinde 59+0,58; primer komplekste akcigerde 124441,
mediastinal lenf diigimlerinde 69+13; tam olmayan primer komplekste akcigerlerde

9,4+3,1, mediastinal lenf diigiimlerinde 48+7,6 olarak hesaplandi.

Kontrol grubunda ise akcigerde 13+0,44, mediastinal lenf diigtimlerinde 32+1,1
olarak bulundu (Sekil 3.68).
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Sekil 3.68. Lezyon tiplerine gére TNF-o immunopozitiflik orani.

Yapilan morfometrik incelemeler sonrasi elde edilen degerler Cizelge 3.8°da

Ozetlendi.

Cizelge 3.8. Morfometrik incelemelerde elde edilen sonuglar.

Antikor POA POL PKA PKL  TOPKA TOPKL KA KL
CD3 6+0,97 41189  35+7,9  23+7,6 14437 24438  57+0,73 640,97
CDI119 2,8+0,88 3,5 2,5¢0,71 6,942  54+0,86  4,8+0,91 1,5 1,0+0,03
IL-17 0,4+49  1344,6  8,8+27 15455  9,9+1.8 14452  2,240,67 3,240,88
Lambda Chain | 22452  26+53 15432 19427 1042 1842,1  63+1,7  3,7£1,1
TLR4 57430 72415 52487  61+73 53483  49+49 57422 11431
TNF-a 1742,4  59+0,58 12441  69+13  94+3,1  48+7,6 130,44  32+1,1

3.6. Istatistiksel Bulgular

Akcigerde CD3 i¢in morfometrik incelemelerde gruplar arasindaki fark
istatistiksel olarak anlamli bulundu (p=0,002). Gruplar arasindaki ¢oklu
karsilastirmalarda ise POA-PKA gruplar1 arasinda (p=0,015) ve PKA-KA gruplart
arasinda (p=0,008) istatistiksel olarak fark anlamli iken, POA-TOPKA (p=0,264),
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POA-KA (p=0,821), PKA-TOPKA (p=0,336), TOPKA-KA (p=0,187) arasinda
anlamli fark bulunamadi. Mediastinal lenf diigimlerinde ise gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark saptandi (p=0,011). Gruplar arasindaki ¢oklu
karsilastirmalarda POL-KL (p=0,003), TOPKL-KL (p=0,005) gruplar1 arasinda
istatiksel olarak anlamli fark bulunurken, POL-PKL (p=0,074), POL-TOPKL
(p=0,385), PKL-TOPKL (0,168), PKL-KL (p=0,089) gruplar1 arasinda farka

rastlanilmadi.

CD119 i¢in yapilan istatistiksel incelemelerde, akcigerde morfometrik
incelemelerde elde edilen veriler ile gruplar arasinda istatiksel olarak anlaml fark
goriildii (p=0,024). Gruplar arasinda yapilan ¢oklu karsilagtirmalarda ise TOPKA-KA
gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farka rastlanirken (p=0,008), POA-PKA
(p=0,786), POA-TOPKA (p=0,188), POA-KA (p=0,309), PKA-TOPKA (p=0,064),
PKA-KA (p=0,415) gruplart arasinda ise fark saptanmadi. Mediastinal lenf
diiglimlerinde ise gruplar arasinda anlamli fark elde edildi (p=0,014). Gruplar arasinda
ise PKL-KL (p=0,006) ve TOPKL-KL (p=0,012) gruplari arasinda istastistiki olarak
anlamli fark goriiliirken diger gruplar arasinda (POL-PKL, p=0,511; POL-TOPKL,
p=0,814; POL-KL, p=0,231; PKL-TOPKL, p=0,396; PKL-KL, p=0,396) anlaml1 fark

gozlenemedi.

IL17 i¢in yapilan morfometrik incelemelerde elde edilen verilerde akcigerde
gruplar arasinda istatiksel olarak anlami fark bulunamadi (p=0,174). Gruplar arasinda
yapilan ¢oklu karsilagtirmalarda ise yalnizca TOPKA-KA gruplar1 arasinda anlaml
fark elde edildi (p=0,027). POA-KA (p=0,894), POA-TOPKA (p=0,488), POA-KA
(p=0,145), PKA-TOPKA (p=0,497) ve PKA-KA (p=0,078) grup karsilastirmalarinda
ise istatiksel olarak anlamli fark goriilmedi. Lenf diiglimlerinde de ayn1 sekilde gruplar
arasinda istatiksel anlamda fark dikkati ¢ekmedi (p=0,528). Ayn1 sekilde gruplar
arasinda yapilan ¢oklu karsilagtirmalarda da herhangi bir farka rastlanmadi (POL-
PKL, p=0,719; POL-TOPKL, p=0,762; POL-KL, p=0,172; PKL-TOPKL, p=0,937;
PKL-KL, p=0,196; TOPKL-KL, p=0,179).

Lambda chain i¢in akcigerde yapilan morfometrik incelemelerde elde edilen
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sonuglar karsilastirildiginda istatistiki olarak anlamli bir sonug¢ elde edilemedi
(p=0,099). Gruplar kendi aralarinda karsilastirildiginda ise POA-TOPKA (p=0,045)
ve POA-KA (p=0,026) gruplar1 arasinda istatistiki olarak anlamli fark bulunurken,
POA-PKA (p=0,208), PKA-TOPKA (p=0,312), PKA-KA (p=0,143) ve TOPKA-KA
(p=0,454) gruplar: arasinda anlaml farka rastlanmadi. Ayn1 sekilde mediastinal lenf
diigtimlerinde de gruplar arasinda istatistiki olarak anlamli bir fark bulunamazken
(p=0,53), c¢oklu Kkarsilastirmalarda POL-KL (p=0,006), PKL-KL (p=0,017) ve
TOPKL-KL (p=0,019) gruplar1 arasinda istatistiki olarak anlamli fark goriildi. Diger
gruplarda ise (POL-PKL, p=0,334; POL-TOPKL, p=0,227; PKL-TOPKL, p=0,783)

anlamh farka rastlanmada.

Morfometrik incelemelerde TLR4 i¢in yapilan sayimlarda, akcigerdeki gruplar
karsilastirildiginda gruplar arasinda istatistiki olarak onemli bir fark goriilmedi
(p=0,085). Gruplar arasinda ¢oklu karsilastirmalarda ise PKA-KA (p=0,018) ve
TOPKA-KA (p=0,011) gruplari anlaml fark dikkati ¢ekti. POA-PKA (p=0,918),
POA-TOPKA (p=0,906), POA-KA (p=0,064) ve PKA-TOPKA (p=0,653) gruplari
arasinda ise fark tespit edilmedi. Mediastinal lenf diigimlerinde ise gruplar arasinda
istatiksel olarak anlamli farklilik gozlendi (p=0,021). Gruplar arasinda g¢oklu
karsilagtirmalarda POL-KL (p=0,004), PKL-KL (p=0,005) ve TOPKL-KL (p=0,018)
gruplari arasinda istatistki olarak anlamli farklilik elde edilirken, POL-PKL (p=0,441),
POL-TOPKL (p=0,159), PKL-TOPKL (p=0,299) gruplar1 arasinda fark goriilmedi.

Akcigerdeki gruplar arasinda TNF-a i¢in yapilan morfometrik incelemelerde
elde edilen sonuglara gore gruplar arasinda istatistiki olarak anlamli sonug elde edildi
(p<0,001). Gruplar arasinda yapilan ¢oklu karsilagtirmalarda ise PKA-TOPKA
(p=0,001) ve PKA-KA (p=0,014) anlamh fark goézlenirken; diger gruplar arasinda
(POA-PKA, p=0,084; POA-TOPKA, p=0,169; POA-KA, p=0,408; TOPKA-KA,
p=0,654) anlaml1 fark goriilmedi. Mediastinal lenf diigiimlerinde ise gruplar arasinda
(p=0,331) ve gruplar arasindaki ¢oklu karsilastirmalarda (POL-PKL, p=0,868; POL-
TOPKL, p=0,366; POL-KL, p=0,170; PKL-TOPKL, p=0,239; PKL-KL, p=0,120;
TOPKL-KL, p=0,381) istatistiki olarak anlaml1 farka rastlanmadi.
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4. TARTISMA

Sigir tiiberkiilozu, ¢ogunlukla Mycobacterium bovis’in neden oldugu 6nemli
kronik bir hastaliktir. Hastaliktan sigirlarin yanisira, bir¢ok hayvan tiirii ve insanlar da
etkilenmektedir (LoBue ve ark., 2010 ve Thoen ve ark., 2006). Hemen hemen tiim
diinya tilkelerinde ge¢miste rapor edilen bir hastalik olan bTB, Afrika ve Hindistan’da
endemik olarak seyretmektedir (Perry ve ark., 2013). Diinya capinda 4. en 6nemli
hayvancilik hastalig1 olarak kabul edilen bTB, yillik milyarlarca dolar maddi kayba,
stit iiretim verimliliginde ise %30’lara varan kayiplara neden olmaktadir (Boland ve

ark., 2010 ve Garnier ve ark., 2003).

Diinya Hayvan Saglig1 Organizasyonu Ocak 2017 ve Haziran 2018 arasinda 188
bolgede, Tiirkiye dahil 82 iilkede (%44) bTB hastalig1 bildirilmistir. Bu verilere gore
Tirkiye’de 2018’de cesitli illerde toplam 1629 bTB salgini, 110.000 siipheli,
11.040°de aktif vakanin bulundugu kaydedilmistir.

Insanlarda goriilen bTB vakalarmin ise diinyada %10’a ulastigi gdzlenmistir
(WOAH, 2018). Tiirkiyede ise yapilan bolgesel bir calismada bu oran %1,4 olarak
belirtilmistir (Oztiirk ve ark., 2016). Bu durum hayvan ve insan saghigi acisindan
enfeksiyonun rezervuari olarak kabul edilen sigirlarin hastaligin bulagsmasinda ve

yayilmasindaki 6nemini de gostermektedir.

Hastaligin bulagmasinda en yaygin yol, enfekte partikiillerin inhalasyonuyla
ortaya ¢ikan aerojen yoldur. Aerojen yolla alinan etken nasofarenks, alt solunum
yollari, 6zellikle akciger ve bolgesel lenf diigiimlerinde lezyonlar olusturmaktadir.
(Neill ve ark., 1994 ve Neill ve ark., 2001). Kontamine su, yiyecek ve ekipman ile
temasla da alimenter yolla da bulagma goriilmektedir. Alimenter yolla alinan etken

farenks, bolge lenf diiglimlerinde, nadiren tonsil, bagirsak ve bolgesel lenf diigiimleri
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etkilenmektedir (Domingo ve ark., 2014; Neill ve ark., 1994 ve Neill ve ark., 2001 ve
Terefe, 2014). Calismada mezbaha kesimlerinden elde edilen bTB’li drneklerden
faydalanilmis olup lezyonlarin hepsi ya akcigerde ya bolgesel lenf diigiimlerinde ya
da her ikisinde goriilmistiir. Bu da direkt olarak enfeksiyonun ¢ok biiyiik bir oranda
aerojen yolla oldugunu diisiindiirmektedir. Kaynaklara gore tiiberkiillerin tek basina
goriildiigii, en cok etkilenen organlar retrofaringeal lenf diigtimleri (%29,4),
mediastinal lenf diigiimleri (%28,2), trakeobronsiyel lenf diigtimleri (%18), akcigerler
(%38), mezenterik lenf diigiimleri (%2,9), parotid lenf diigiimleri (%2,4) ve kaudal
servikal lenf diigiimleri (%2,4)’dir (Corner ve ark., 1990). Calismada da lenf
diigiimlerinde (n:77), akcigerlerden (n:46) daha fazla lezyon goriilmesine ragmen, tek
basina sadece lenf diiglimiinde 47 (%51), akcigerde ise 16 (%17,2) hayvanda lezyon
goriilmiistiir. Bu durum akcigerde goriinme oraninin literatiirden farkli olarak daha
yiilksek oranda oldugunu gostermektedir. Ancak calismada yogunlasilan organlar
gogiis boslugunda bulunan, daha c¢ok da akciger ve mediastinal lenf diigiimleri

oldugundan bu oranin yiiksek ¢iktigini diistindiirmektedir.

Domingo ve ark., (2014) 6zellikle tam olmayan primer komplekslerde lenf
diigiimlerinde lezyon goriilse dahi akcigerde lezyonlarin genellikle goriilmedigini ileri
sirerken, Mcllroy ve ark. (1986) nekropside detayli aramalar sonucunda
olgularin %70’inde primer lezyonun goriildiigiinii ileri siirmiiglerdir. Calismada bu
oran %351 olarak bulunmustur. Bunun en énemli sebebi ise yapilan numune toplama
isleminin mezbaha ortaminda yapilmasit ve Ozellikle akcigerin ekonomik Gnemi
nedeniyle, kasaplarin belirgin bir lezyon olmayan akcigeri elletmeyip, sadece ¢ok
belirgin lezyonlu akcigerlerden 6rnek alinmasina miisaade etmesi nedeniyle detayli bir

inceleme yapilamamasidir.

Tiiberkiiloz’un yaygin makroskobik lezyonlari, degisen boyutlarda cogunlukla
kraniyal loblarda nadiren tiim loblar1 kaplayan, kesit ylizii sar1-boz renkte bag doku ile
cevrili tiiberkiillerdir. Bu tiiberkiiller bag dokusuyla sinirlandirilmistir  ve
merkezlerinde kazedz nekroz ile kireglenme goriilir (Domingo ve ark., 2014).

Calismada 6zellikle akcigerin kraniyal loblarinda 2-30 mm boyutlarinda, etrafi bag
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dokusu ile ¢evrili, sert kivamda, yiizeyden taskin, kesit yiiziinde sari-yesil renkte irinli
ve kazeifiye tiiberkiiller gozlenmistir. Bolgesel lenf diiglimleri ise siskin ve 4-40 mm
boyutlarinda, yiizeyden taskin, kesit yiizi sari-yesil renkli irinli ve/veya belirgin
kazeifiye dokulardan ibaretti. Akciger ve lenf diigiimlerinde goriilen bu makroskobik

bulgular kaynaklarla biiyiik oranda benzerlik gostermektedir.

Akcigerde bazi olgularda primer enfeksiyon doneminde bronsiyoler ve
bronsiyal yol boyunca multifokal genis kaze6z nekrozlu, graniilomlar ve kavernoz
lezyonlar goriildiigii bildirilmektedir. Domingo ve ark. (2014) bu donemin disinda
yaygin kazeoz nekrozla birlikte hava kanallarinda tlserin goriilmesiyle karakterize
kronik organ tiiberkiilozundan da bahsetmektedir. Hatta bu lezyonlarin hem akciger
hem de lenf diiglimlerinde oldugunu, nekrozun tamamen lenf diiglimiinii kapsadigina
dikkat ¢ekmislerdir. Oysa bazi kaynaklarda goriilen lezyonlarin daha once gecirilen
enfeksiyona ait oldugu bildirilmistir. Caligmada bu sekilde lezyonlara
rastlanilmamistir. Calismada lenf diigiimlerinde 3 olguda neredeyse tiim paransimi
kapsayan graniilomatdz degisiklikler goriilmiistiir. Ancak bu olgularda akcigerde
graniilom yapilarina ve hava yollarinda iilserlere rastlanmamasi ve kaverndz
lezyonlarin goriilmemesi nedeniyle kronik organ tiiberkiilozu olarak gz Oniine
alinmamistir. Bu durum hastalikla ilgili taramalarin siirekli yapilmasi nedeniyle, bazi
kaynaklarda da oldugu gibi (Cassidy, 2006 ve Van Rhijn ve ark., 2008) erken donemde

hastaligin saptanmasina yorumlanmistir.

Oztiirk-Giirgen ve ark. (2020) tiiberkiilleri, makroskobik olarak gériilen yang
bulgular (kazedz nekroz alanlari, yangi alanlar1 ve fibr6z doku), bu bulgularin diizeni
ve tiiberkiillerin ¢api, sayis1 gibi kriterlerle makroskobik olarak 5 modelde
siniflandirilmigtir. Buna gore; 1. Modelde 5 ile 24 mm, kesit yliziinde 3 merkezden
olusan lezyonlar1 tanimlamistir. Merkezde sar1 renkte kuru, bazi alanlarda sari-beyaz
renkte diizensiz odaklar bulunan, kesit atarken ¢itirt1 sesi gelen, ¢evresinde de acik
kahverengi renkte alanlari en dista beyazimsi-gri renkte cevreleyen lezyonlar
tanimlanmustir. II. Modelde diizen ve olusum I. Modele benzerken multifokal ve 0,5

cm’den kiigiik odaklar seklinde bildirilmistir. III. modelde diger modellerde belirtilen
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merkezlerin belirgin olmadigi, genel olarak akcigerlerin biiyiik bir boliimiinii, lenf
diigiimlerinin de tamamini kapsadig1 ve kesit yiizlerinin kaygan-sar1 renkte, iyi ayirt
edilemeyen merkezleri oldugu belirtilmistir. IV. model lezyonun boyutu ile karakterize
edilmistir. Lenf diiglimlerinin kesit yiizlerinin tamaminin degistigi, kazedz
merkezlerin daha yaygin oldugu, orta ve dis katmanlarin I. Modeldeki lezyonlardan
daha kiiciik oldugu veya ayirt edilemedigi bildirilmistir. V. Modelde genellikle I.
Modelle kombinasyon seklinde goriilmiisti. Bu modelde kaze6z dokunun
likefaksiyonu sonucu kavitelerin olusturuldugu bildirilmistir. Ayrica akcigere 6zel bir
VI. model de tanimlanmistir. Bu modelde akciger lobiillerinin ya da lobiillerin bir
kisimlariin, diizensiz sarims1 odaga sahip kahverengi alanlar seklinde tanimlanmustir.
Calismada Oztiirk-Giirgen ve ark. (2020)’in bu modellemesini dikkate alarak
gruplandirma yapilmak istenmesine ragmen, daha énce de ifade edildigi gibi numune
toplama islemlerinin mezbaha sartlarinda, hizli bir sekilde yapiliyor olmasinin detayli
incelemeyi engellemesi, gézden bazi bulgularin kagma olasilig1 dikkate alinarak
makroskobik modellemeden kag¢inilmis, mikroskobik evrelendirme tercih edilmistir.
Bu baglamda akciger ve mediastinal lenf diigiimlerinde kesim i¢in gonderilen
hayvanlardan 6rnekler alinmistir. Buna gore: 1. Evre (Epiteloid tiiberkiil): Kapsiil ve
nekroz goriilmeyen cok sayida epiteloid makrofaj kiimeleri, lenfositler ve nétrofil
l6kositlerden, tek tiikk Langhans tipi dev hiicreler; II. Evre: Kismen veya tamamen ince
bag doku kapsiilii ile cevrili, kiigiik bir alanda nekrozun eslik ettigi yogun olarak
epiteloid makrofajlardan ve diger yangisal hiicreler ve Langhans tipi dev hiicrelerinin
bulundugu; II1. Evre: Granlilomun merkezinde kazedz nekroz, kireglenme; nekrozun
etrafinda epiteloid makrofajlar, Langhans tipi dev hiicreler, lenfositlerle karigmis
makrofajlar ve tek tiik notrofil 16kositler goriilebildigi ve tiim bu yapilart en dista
fibroz bir kapsiiliin sinirladigt; IV. Evre: Etrafi kalin bag dokusuyla ¢evrili, genis ve
diizensiz, yer yer kalsifiye multisentrik nekroz odaklarma sahip graniilomlardir.
Nekrozun etrafinda I11. Evrede oldugu gibi epiteloid makrofajlar ve Langhans tipi dev
hiicreleri goriiliir. Bag dokusuna yakin alanlarda lenfosit kiimeleri olan tiiberkiil

yapilart seklinde siiflandirilmistir (Wangoo ve ark., 2005).

Mikroskobik olarak ilk asamada notrofil 16kosit, epiteloid makrofaj ve birkag

Langhans tipi dev hiicreden olusan odaklar goriilmektedir (Domingo ve ark., 2014).
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Calismamizda akcigerde benzer odaklara rastlanmakla birlikte (n:7), sadece 1 olguda
Langhans tipi dev hiicre infiltrasyonlar1 gézlenmistir. Bu olgular 1. Evre graniillomlar
olarak degerlendirilmistir. Yer yer nekrozun eslik ettigi olgularda ise II. Evre graniilom
tanist konulmustur. Calismamizda bu tip graniilom yapilarina akcigerler ve lenf
diigiimlerinde 2 odakta rastlanmistir ve bu olgulara II. Evre graniillom tanisi
konulmustur. Ugiincii evre graniilomlarin ise merkezde kire¢lenmis kazedz nekroz
alanlan ile ¢evresinde belirtilen hiicreler, en dista bag dokudan kapsiille saril1 tipik
tiiberkiil yapis1 hakimdi. Calismada bu evreye akcigerde 7, lenf diigiimlerinde ise 8
olguda rastlanilmistir. Graniilom yapilar1t merkezde kazedz nekroz ve kireclenme
olarak tanimlansa da bazi graniilom yapilarinda birden ¢ok kaze6z nekroz olabilecegi
goriilmiistiir. Calismada bu tip lezyonlara akcigerde 25, lenf diigiimiinde 55 olguda
rastlanmistir ve IV. evre graniillom tanisi konulmustur. Arastirmacilar tarafindan
(Johnson ve ark., 2006 ve Wangoo ve ark., 2005) graniilomlarin evrelendirmesi
yalnizca lenf diiglimiinde yapilmis olsa bile, ¢calismada bu lezyonlarin birebir ayni
sekilde, akcigerlerde goriinen lezyonlarla benzer olmasi, bu evrelendirmenin

akcigerlerde de degerlendirebilecegini diislindiirmiistiir.

Wangoo ve ark. (2005), graniilomlarin etrafinda goriilen bag dokuya gore
evrelendirmistir. Buna gore I. Evrede bag doku olusumu goriilmedigi, II. Evrede de
tek sira fibroblasttan olusan graniilomun belirli bir boliimiinii ya da tamamini saran
ince bir bag dokusu; III. ve IV. evrelerde graniilom yapisinin tamamini saran kalin bir
bag dokusundan kapsiil gézlenmistir. Palmer ve ark. (2022) da III. evre graniilomlarin
etrafindaki kapsiiliin belirgin bir fibr6z dokudan ibaret olduguna dikkat ¢ekerken,
kalinligiyla ilgili yorumda bulunmamistir. Ancak yine IV. Evre graniilomlarin kalin
bag dokusundan kapsiille sarildigindan bahsetmistir. Yapilan ¢caligmada ise [ ve II. evre
graniilomlarda bulgular kaynaklarla uyumlu iken, III. evre tamis1 konulan
graniilomlardan lenf diiglimiinde 2 olguda, IV. evre tanis1 konulan graniilomlarda ise
akcigerde 2 olguda ince bag dokudan kapsiile rastlanmstir. Ince bag dokudan kapsiiliin
goriilmesi sebebi ise graniilomlarin genislemis olabilecegidir. Graniilomlarin
genislemesinin primer olarak, infiltre olan hiicrelerin degil merkezi nekroz alaninin
genislemesi nedeniyle oldugu bildirilmistir (Wangoo ve ark., 2005; Ulrichs ve

Kaufmann, 2006). Bag doku olusumunu baglatan hiicrelerin graniilom yapisinda
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bulunan hiicrelerden salgilanan sitokinler oldugu diisiiniiliirse (Palmer ve ark., 2022),
graniilom biiylise dahi hiicre artisinin olmamas1 bag dokusunda incelmeye neden

olabilecegini diistindlirmiistiir.

Hastalikta dev hiicrelerinin morfolojik karakteri at nali ve/veya ta¢ seklinde
siralanmug hiicre ¢ekirdeklerinden olusan Langhans tipi dev hiicreleri ya da belirgin bir
hiicre dizilimine sahip olmayan yabanci cisim dev hiicreleri olarak goriilmektedir
(Palmer ve ark., 2016). Kaplan ve ark. (1983), dev hiicrelerinin hastaliktaki fonksiyonu
tam olarak bilinmemekle birlikte eksikliklerinde immun sistemin yeterli etkiyi
gosteremedigini bildirmistir. Calismada goriilen cisimlerin morfolojisi kaynaklarla
benzerlik gdstermekte; ancak sitoplazmalarinda goriilen etken antijenleri ve fagosite
edilmis hiicreler goz oniline alindiginda, yangi alaninda zarar goren yapilarin ve
etkenlerin fagosite edilmesi i¢in olustuklar1 disiiniilmistiir. Olusan dev hiicre

miktariin yiiksek olmasi da hastaliga karsi giiclii immun yanitin bir gostergesi olabilir.

Gelismekte olan iilkelerde biiyiikk bir saglik problemi olan tiiberkiiloz
hastaliginin teshisi i¢in hizli ve diigilk maliyetli bir yontem olan asit-fast boyama
yonteminden yararlanilmaktadir. Asit-fast basiller i¢in geleneksel ZN yodntemi,
Tiiberkiiloz’un teshisi ve tedavi izlenmesinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Ancak
bu yontemin en biiyiik dezavantaji %20 ile %43 arasinda degisen duyarliligidir
(Annam ve ark., 2009; Balows ve ark. 1991 ve Savic ve ark., 1992). Humphrey ve
Weiner (1987), bu diisiik duyarliligin nedeni olarak ZN ydntemiyle, sadece saglam
etkenlerin boyanmasini gostermislerdir. Ayrica Ulrichs ve ark. (2005), preparatlarda
mikobakteriyel etkenlerin az olmasi durumunda (preparatta <10* etken) ZN
boyamasiyla etkenlerin goriilemeyebilecigini bildirmistir. Calismada prodiiktif
olgulardaki tiim hayvanlardan alinan kesitlere ZN boyamasi yapilmasina ragmen,
olgularin sadece %]l1’inde asit-fast etken goriilmiistiir. Buna karsin etkenin
immunohistokimyasal yontemle boyanmasinda tiim prodiiktif olgularda akciger
ve/veya lenf diigiimlerinde comak ve/veya graniiler yapida M.bovis antijenine
rastlanmistir. Graniiler goriinlim etkenin parcalandigina ve/veya zarar gordiigline

yorumlanmustir. Ziehl Neelsen boyama oraninin azlig1 ise hem etken yiikiiniin azligina
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(preparatta <10* etken) hem de etkenin =zarar gormesine baglanmustir.
Immunohistokimyasal yontemle etken boyamasinda ise c¢apraz reaksiyon
goriilebilecegi gbz onilinde bulundurulmalidir. Arastiricilar ayn1 zamanda bu ¢alismada,
poliklonal etken serumuyla yaptiklar1 boyamalarda Corynebacteriae, Actinomycetae,
Nocardiae aileleri ve Staphylococcus aures’a karsi ¢apraz reaksiyon gérmislerdir.
Ancak graniilomatéz lezyonlarda yapilan patolojik teshislerde dokularda etken
antikoruyla reaksiyon goriilmesinin yanlis pozitif sonuglarin, yontemin tanisal
degerini etkilemeyecegini belirtmistir. Calismada elde edilen verilere gore prodiiktif
lezyon goriilen olgularda mikobakteriyel etkenlerin  immunohistokimyasal
boyamalarla yapilmasinin, hastaligin yaygin oldugu boélgelerde hizli teshisi igin

kullanish bir ara¢ oldugu kanisina varilmistir.

Palmer ve ark. (2007)’nin deneysel olarak sigirlar iizerinde M.bovis ile
yaptiklar1 bir ¢alismada lenf diigiimlerinde, inokulasyonun 15. giliniinde I. evre
graniilomlar goriiliirken 28 ve 60 giinler arasi graniillom olusumlarinda gozle goriiliir
ilerleme kaydedilmis, 60 giin sonunda ise tiim evreler goriilmeye baslanmistir.
Enfeksiyonun 60. giiniinden sonra IIl ve IV. Evre graniilom yapilarma siklikla
rastlanirken bunlarin etrafinda 1. evre graniilomlar dikkati ¢ekmektedir. Bu durumda
saptanan [. Evre graniilomlar “uydu graniilomlar1” olarak adlandirilmistir. Calismada
genellikle Palmer ve ark. (2007) goriisiine uygun olarak III ve IV. evre graniilomlar
hakimdi ve bu evrelerin etrafinda uydu graniilomlar1 mevcuttu. Bu durum aym
zamanda enfeksiyonun 60 giiniin iizerinde olabilecegini diislindiirmiistiir. Ancak
calismada az sayida da olsa sadece 1. ve Il. evre graniilomlarin akciger (n:9) ve lenf
diigtimlerinde (n:10) goriilmesi, kesimlerin ayni giin ve ayn siiriide yapilmasina
ragmen enfeksiyonun tizerinden 60 giiniin gegmesi kuralina aykirtydi. Bu hayvanlarda
ise enfeksiyonun erken donem oldugu ve heniiz siiriide yeni bulasmaya maruz kalanlar
oldugunu ya da siiriiye zaman i¢inde aradan katilan hayvanlar oldugunu diistindiirdii.
Yetkili birimlerce siiriinlin detay bilgileri gizlilik kapsaminda bizlerle paylagilmadig

icin tiim bu yorumlar varsayimdan ibarettir.
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Calismada primer odak (n:2), primer kompleks (n:1), tam olmayan primer
kompleks (n:4) saptanan olgularda akcigerlerde brons, bronsiyol ve damar ¢evresinde;
interalveoler alanlarda ¢ogunlugu lenfositlerden olusan mononiiklear hiicre
infiltrasyonlar1 goriilmiistiir. Bu durum bTB ile eszamanli viral enfeksiyonlarin
olabilecegini diislindiirmiistiir. Nitekim adi ve kompleks mikroorganizmalarin
genellikle viral enfeksiyonlarla beraber goriilmesi ya da sekunder olarak ortaya
ctkmasi akcigerde bronko-intersitisyel pndmoni veya bronkopndmoni olusumuyla

karakterizedir (Ellis, 2009; Lopez, 2007 ve Panceria ve Confer, 2010).

Aerojen yolla alinan etken Oncelikle akcigere gelerek primer enfeksiyonu
olusturmaktadir. Ozellikle bu donemde alveoler makrofajlar sayica artmakta ve etkeni
fagosite etmek istemektedir. Ancak etken yapisinda yer alan LAM’lardan (ManLAM,
LAM, AraLAM) dolay1 kolaylikla fagosite edilememektedir. Nitekim ManLAM bir
taraftan makrofajlar1 inhibe ederken, notrofilleri aktive etmektedir. AraLAM ise
kemokin ve IL (6zellikle IL8) yapimin1 uyarmaktadir. Kemokinlerde ayni zamanda T
lenfosit, ndtrofil, makrofaj ve monosit kemotaksisini baslatmaktadir. Etken ayni
zamanda yapisinda bulunan 19 kDa lipoproteini ile IL12’yi inhibe ederek TLR2
araciligiyla immiinolojik yaniti diizenlemekte ve antijeni tanimaktadir. Bunun yaninda
TLR ailesinden TLR4 ise dogal bagisiklik sistemini aktive eden ve LAM maddesini
taninmasini saglayan bir transmembran proteindir (Brubaker ve ark., 2015; Miossec
ve ark., 2009 ve Vaure ve Liu, 2014). Etken tanindiktan sonra hiicreler arasi iletisimin
saglanmasi i¢in IFN’ler salgilanir (Parkin ve Cohen, 2001). T lenfositlerden salgilanan
IFN-y ile makrofajlar aktive edilmektedir (Flynn ve Chan, 2001). Bu sitokinin reseptor
eksikliginde enfeksiyona duyarliligin arttigi bildirilmistir (Gross, 2017). Dogal
bagisiklik uyarilmasi sonrast T hiicreleri maturasyonu ile kazanilmis bagisiklik
cevaplart olugsmaktadir (Tailleux ve ark., 2003). T hiicrelerinin regiilasyonu ise
interlokinler tarafindan gerceklestirilmektedir. Savunmada etkili olan makrofajlarin
mikobakteriyel etkenleri 6ldiirebilmesi ya da gelisimlerini etkileyebilmesi i¢in IL2,
TNF-a gibi sitokinler gerekmektedir (Pollock ve ark., 2001). Ayrica TNF-a graniilom
olusumunda bolgeye mononiiklear hiicreleri ¢ekerek onemli bir rol oynamaktadir
(Lucaks ve ark., 1994). Kazanilmis bagisiklikta etkili olan antikorlar ise B

hiicrelerinden salgilanmaktadir. Aktive edilmis B ve T lenfosit proliferasyonunu
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uyaran IL4, ayrica B hiicrelerinin plazma hiicrelerine doniisiinii de uyarmaktadir
(Sokol ve ark., 2008). Hem dogal hemde kazanilmis bagisikli olan Th hiicreleri ise
Th17 hiicreleridir. Bu hiicrelerden salgilanan IL17 ile yangi bolgesine makrofaj ve

notrofil 16kositlerin ¢ekilmesini saglar (Miossec ve ark., 2009).

TLR4 gen kodlari, hiicre yiizeyinde bulunan mikobakteriyel etkenlerin
membranlarin1  tanimada rol alan molekiillerdir (Akira, 2001). TLR4’iin
mikomembranini tanimlanmasi sonucu sitokinler (6zellikle IFN-y), kemokinler ve
antimikrobiyal peptidlerin sekresyonunu arttiran yolaklar aktive edilir (Kawai ve Akira,
2010). Bu nedenlerle bTB’unda direncin TLR4 genleriyle iliskisi aday gen yaklasimi
icin 6nem arz etmektedir (Bhaladhare ve ark., 2016). Ayrica TLR4, M. tuberculosis’e
kars1 savunmada otofajinin uyarilmasinda etki gostermektedir, eksikliginde ise nekroz
uyarilmaktadir (Guttierez ve ark., 2004; Pahari ve ark., 2020 ve Sanchez ve ark.,
2010;). Sigir tiiberkiilozu genis ¢apta maddi zararlara sebep olsa da hastaliga karsi
etkili ag1 programlar1 bulunmamaktadir. Tedavisi ise maliyetli oldugundan 6nerilmez.
Hastaligin ortadan kaldirilmasi i¢in, Diinya’nin ¢esitli iilkelerinde uygulanan hastalik
goriilen siirlilerdeki hayvanlarin eradikasyonu ise, diger iilkelerdeki sosyo-ekonomik
durum ve dini gelenekler nedeniyle uygulanmasi zor bir durumdur (Verma ve ark.
2014). Hastaligin eradikasyonundaki bu tiir zorluklar hastalikla savagsmak i¢in aday
gen yaklasimimi ortaya ¢ikarmistir. Aday gen yaklasimiyla, yeni direng¢li hayvan
poplilasyonlarinin olusturmasi diistiniilmektedir (Bermingham ve ark., 2014). Bu aday
genlerden birisi TLR4’diir. Calismada TLR4 i¢in yapilan istatistiki incelemelerde
akcigerlerde gruplar arasinda da belirgin bir fark goriilmemistir; ancak gruplar
arasindaki ¢oklu karsilastirmalarda ise PKA ve TOPKA gruplarinda istatistiki olarak
anlamli artig gozlenmistir. Mediastinal lenf diigiimlerinde ise hem grup
karsilastirmalarinda, hem de gruplar arasinda ¢oklu karsilagtirmalarda anlamli olarak
artisa rastlanmistir. POA grubunda istatistiki olarak fark goriilmese de grup ortalamasi
kontrol grubundan yiiksektir. Bu da TLR4’iin bTB hastalig1 esnasinda dokularda
artigin1 gdstermektedir. Bu artisin  dokularda mikobakteriyel etkenlerinin
tanimlanmasini kolaylastirdigi hem de dogal bagisikligin uyarildigini diislindiirmistiir.
Belirtilen artisin II, III, ve IV. Evre graniilomlarda nekrozun goriilmesi nedeniyle

nekrozu dnlemede etkin bir rol oynamadig1 goriilmiistiir.
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Calismada mikobakteriyel etkenlere karsi ilk savunma hatt1 olan makrofajlarin
IHC yontemleriyle goriilebilmesi i¢in CD68 antijeni boyanmasi yapilmistir. Ancak
kaynaklarda belirtilen (Palmer ve ark., 2007 ve Wangoo ve ark., 2005) antikor
klonunda, diliisyonlarda ve inkiibasyon siirelerinde immunopozitiflik gézlenmemistir.
Bununla birlikte kaynaklarda belirtilen antigen retrieval yontemleri disinda (Citrate
buffer, pH 6,0, 98 “C’de 25 dakika ve 60 “C’de gece boyu; EDTA buffer, pH 9,0, 98
°C’de 25 dakika) ve farkli inkiibasyon siireleri (37 °C 1 saat) yontemler denenmis olsa
da immunopozitiflik gézlenenemistir. Bu gibi sebeplerle belirtilen antikor klonunun

(M0718) sigirlarda kullanilmasi dnerilmemektedir.

Mikobakteriyel etkenlere karsi immun cevabin olusabilmesi i¢in T hiicreleri ve
makrofajlar arasinda etkilesim olmasi gerekmektedir (Kaufmann, 2006). Prodiiktif
olgularda goriilen tiiberkiil I ve IV. Evre arasinda gelisirken ilk evrelerde lenfositlerin
varlig1 artmaktadir (Aranday-Cortes ve ark., 2012; Palmer ve ark., 2007; Salguero ve
ark., 2017 ve Wangoo ve ark, 2005). Johnson ve ark. (2006), yaptig1 ¢alismada,
tiiberkiiller iginde T hiicre belirteci olarak CD3 miktarinin arttigi bildirilmistir.
Calismada yapilan immunopozitif CD3 orani tiiberkiil goriilen PKA, PKL, TOPKL
gruplarinda artmis olmasina ragmen, POA grubunda artis gdzlenmemistir. Istatistiksel
olarak kontrolle karsilastirildiginda gruplar aras1 ¢oklu karsilagtirmalarda akcigerlerde
PKA grubunda, lenf diigiimlerinde POL, TOPKL gruplarinda anlamli fark
bulunmasina ragmen, tiiberkiil goriilen PKL grubunda anlamli farka rastlanamamagtr.
Bunun yaninda tiiberkiil goriilmemesine ragmen POL grubunda kontrolle
karsilastirildiginda istatistiki olarak anlamli fark goriilmesi lenf diigiimlerinde T hiicre

etkinliginin daha belirgin oldugunu ortaya koymaktadir.

Yardimci T hiicreleri, CD4+ T hiicreleri olarak bilinen sitokin salgilayarak diger
yangt hiicrelerinin aktivitesine yardimci olan, kazanilmis immiinitede 6nemli rolii olan
hiicrelerdir. Th hiicreleri hiicre iliskili (Th1) ve antikor iliskili (Th2) immun cevapta
etkilidir. M. bovis’e karst etkili immun cevabin olusabilmesi Thl hiicrelerinden
salgilanan sitokinlere (TNF-o, IFN-y) ihtiyag¢ duyulur. IFN-y, makrofajlarin

aktivasyonu, graniillom olusumu ve sitokin salgilanmasi i¢in Thl hiicre-iliskili
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immiinite de rol oynayan bir sitokindir (Johnson ve ark., 2006 ve Thacker ve ark.,
2007). Genel olarak Thl hiicrelerinden IL2, IFN-y ve TNF-o gibi sitokinler
salgilanirken, Th2 hiicrelerinden IL4, IL-5, IL-10 ve IL-13 gibi sitokinler salgilanir
(Spellberg ve Edwards, 2001). Calismada Th1 hiicrelerinin mikobakteriyel etkenlere
kars1 etkinligine dair bulgular elde edilmisken, IL2 ile ilgili yeterli pozitifliklere
rastlanamamistir.  Tiiberkiiloz ile ilgili yapilan ¢alismalarda IL2’nin latent
enfeksiyonlarda bildirildigi goriilmiustiir (Biselli ve ark., 2010; Mamishi ve ark., 2015
ve Wang ve ark., 2012). Calismada saptanan tiim reaksiyonlar aktif enfeksiyon ve
bunlarla ilgili lezyonlar oldugu i¢in IL2 aktivitesinin goriilmemesi kaynaklara uyumlu

ve dogru bir sonug olarak yorumlanmastir.

Calismada Th2 hiicrelerinin etkinligini gostermek icin IL4 sitokininden
yararlanilmasi diistiniilmiistiir. Ancak IL4 ile morfometrik inceleme yapilmasi i¢in
yeterli immunopozitiflik goriilmemistir. Boddu-Jasmine ve ark. (2008) yaptig1
enfeksiycz dozla ilgili yaptig1 calismada, intrabronsiyal inokulasyondan 26 hafta sonra
lenf diiglimlerinde yiliksek dozla enfekte edilen hayvanlarda IL4’tin arttigini
bildirmistir. Yapilan ZN boyamalarinda pozitifliklere rastlanmamasmin diisiik
mikobakteri miktar1 nedeniyle olabilecegi goz Oniine alinirsa, ¢alismaya dahil edilen
hayvanlarda mikobakteriyel etkenlerin az olabilecegi, bu nedenle IL4 uyariminin
gerceklesmedigi diisiiniilebilir. Ancak yapilan konfokal mikroskobi incelemelerinde
sitoplazmasinda etken bulunan makrofajlarda ayni anda IL4 etkinligi de saptanmustir.

Bu durum da IL4 etkinliginin mikobakteriyel yiikle iliskili oldugunu gostermektedir.

CD119, IFNGR-1 geni tarafindan iiretilen bir proteindir (Novick ve ark., 1987).
Sharma ve ark. (2007) tarafindan yapilan bir ¢alismada, hiicre kiiltlirlerinde M.
tuberculosis ile enfekte edilmis hiicrelerde CD119 varlig1 gézlenmistir. Ayrica IFNGR
eksikligi bulunan farelerin tiiberkiiloz hastaligini olusturan etkenlere karsi duyarl
olduklar1 bildirilmistir (Flynn ve ark., 1993). Yapilan ¢caligmada akciger ve medistinal
lenf diigiimlerinde gruplar arasinda CD119 ig¢in istatiksel olarak anlamli fark elde
edilmistir. Kontrolle karsilastirildiginda akcigerlerde TOPKA grubunda, lenf
diigiimlerinde ise PKL, TOPKL gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
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gozlenmistir. Primer odakta ve PK’te artis goriilmemesi; TOPK’lerde olusan
lezyonlarin primer akciger lezyonlar1 iyilestikten sonra ilerledigi dikkate alinirsa,
CD119’un hastaligin ge¢ doneminde artis gosterdigini diisiindiirmiistiir. Ayrica
Salguero ve ark. (2017) yaptig1 ¢alismada tiiberkiillerde evre arttikga IFN-y’ nin artis
gosterdigini  bildirmistir. Calismada PK ve TOPK’lerde goriilen tiiberkiillerin
evrelerinin daha ¢ok IIT ve IV. Evrede olmasi dolayli olarak CD119 artisi oldugunu

diistindiirebilir.

Makrofajlar ve T hiicreleri tarafindan iiretilen, tiiberkiil olusumunda rol
oynayan TNF-o’nin (Guirado ve ark, 2013 ve Ramakrishnan, 2012), fazla tiretilmesi
doku hasarina neden olabilmektedir. Arastirmacilar (Aranday-Cortes ve ark., 2013;
Canal ve ark., 2017; Ozmen, 2009; Palmer ve ark., 2015; Palmer ve ark., 2021 ve
Salguero ve ark., 2017) TNF-o’nin tiim tiiberkiil yapilarinda goriildiigii bildirmislerdir.
Ancak calismada TNF-a i¢in yapilan morfometrik incelemelerde elde edilen sonuglar
karsilagtirildiginda akcigerdeki gruplar arasinda anlamli fark goriiliirken, mediastinal
lenf diigiimlerinde istatistiki olarak anlamli farka rastlanamamustir. Akcigerdeki
lezyonlarin aksine, lenf diiglimlerinde goriilen lezyonlar birbirleriyle ¢ok benzestigi

i¢in arada bir farkin olmamasinin bir 6nemi oldugu diisiiniilmemistir.

Th1 ve Th2 hiicrelerinin yanisira Th17 hiicreler: bulunmaktadir. Bu hiicrelerden
IL17 salgilanmaktadir. Bu sitokin yangi bolgesine makrofaj ve notrofil 16kositlerin
cekilmesini saglar (Miossec ve ark., 2009). Sigir tiiberkiilozunda IL17 sitokininin
hastaliga kars1 koruyucu ve zararli yangisal reaksiyonlarin baslatilmasinda etkili
oldugu bildirilmistir. Bu gibi nedenlerle hastalik biyomarkeri olarak oOnerilmistir
(Waters ve ark., 2016). Ayrica Thacker ve ark. (2009) yaptig1 calismada BCG
asilamasindan sonra periferik kan mononiiklear hiicrelerinde IL17 varliginda artis
goriilmesi nedeniyle as1 etkinliginin biyomarkeri olarak da onerilmistir. Yapilan diger
calismalarda tiiberkiillerde 1L17 varligimin arttii, I ve II. Evre graniilomlarda bu
artisin daha belirgin oldugu bildirilmistir (Aranday-Cortes ve ark., 2012; Palmer ve
ark., 2015; Palmer ve ark., 2016 ve Shu ve ark., 2014). Yapilan calismada IL17 i¢in

yapilan morfometrik incelemelerde elde edilen veriler akciger ve lenf diiglimlerinde
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birbirine benzerdi. Bu durumun ¢aligmada goriilen tiiberkiillerin yaygin olarak genis
nekroz ve belirgin kapsiiliin oldugu IIl ve IV. evrede olmasindan kaynaklandig
distiniilmektedir. Calismada gruplar arasinda yapilan coklu karsilagtirmalarda
akcigerde TOPKA ve KA gruplar arasinda anlamh fark elde edilmesine ragmen,
TOPKA grubundaki akcigerlerde tiiberkiill bulunmamasi, ancak IL17°nin yangi
bolgesine notrofil 10kositlerin  ¢ekilmesinini  saglamasi nedeniyle, tiiberkiilden
bagimsiz goriilen notrofil 16kosit infiltrasyonlarinin (n:7) dolayli olarak belirgin bir

fark olusturabilecegi diistintilmiistiir.

Tiiberkiil gelisiminde ya da bTB patogenezinde antikorlarin rolii tam olarak
bilinmemektedir (Palmer ver ark., 2022). Ancak yapilan ¢aligmalarda tiiberkiillerde I
ve II. Evre graniilomlarda makrofajlarla karisik sekilde, III ve IV. Evre graniilomlarda
ise fibroz kapsiile yakin sekilde B hiicreleri varlig1 goriilmiistiir (Cassidy ve ark., 2001;
Johnson ve ark., 2006 ve Wangoo ve ark., 2005;). Immunoglobulin hafif zincirleri
antikorlarin yapisinda bulunan polipeptitlerdir. Bu nedenle antikor iireten B
hiicrelerinde immunoglobulin hafif zincirleri bulunmaktadir. Bu zincirler Lambda ve
Kappa hafif zincirleridir. Calismamizda Lambda chain gruplar arasinda karsilagtirilmis,
akciger ve mediastinal lenf diigimlerinde anlamli fark gbzlenmedigi, ancak gruplar
arasindaki ¢oklu karsilastirmalarda tiiberkiil goriilen POA grubunda, TOPKA ve KA
gruplar1 arasinda istatistiki fark olmasi akcigerlerdeki antikorlarin bTB patogenezinde
hatta TOPK’te sadece lenf diiglimleri lezyonunun goriildiigiinii agikladigina
yorumlanmustir. Ayni sekilde mediastinal lenf diiglimlerinde de kontrol grubuyla
karsilastirildiginda tiiberkiil goziken PKL ve TOPKL gruplarinda, tiiberkiil
gozilkmemesine ragmen POL grubunda artis olmasi bTB hastaliginda antikorlarin

etkili olabilecegi konusunu ortaya ¢ikarmaktadir.

Son yillarda konfokal mikroskobi, floresans goriintiilemede etkili bir arag haline
gelmistir. Belirgin dalga boylarinda tarama yapilabilmesi, sadece 151k filtreleriyle
goriintlilenen floresans maddeler yerine, spesifik materyallerin kullanilabilmesine
imkan saglamistir. Modern konfokal mikroskoplar, birden ¢ok floresan araliginda

yiiksek kaliteli goriintii almaya firsat tanimaktadir. Ancak kullanilan kuvvetli lazerler
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nedeniyle hiicre kiiltiirlerinde ve preparatlarda olusabilecek hasarlara karsi dikkatli
olunmasi gerekmektedir (St Croix ve ark., 2005). Yapilan konfokal mikroskobik
incelemelerde olgularin birinde ayn1 makrofajlarda etken ve IL4 pozitifligi; farkli
hiicrelerde M. bovis ve IL17 immunopozitifligi; yine farkli hiicrelerde CD3 ve IL-4
pozitifligi gézlendi. Ancak yapilan incelemeler yontemin pahali olmasi (sekunder
floresans isaretlenmis antikor temini, konfokal mikroskobi kullanimi i¢in hizmet
alimi) nedeniyle 10 ornekle smirlandirilmistir. Yapilan konfokal mikroskobi
incelemelerinin pandemi donemine denk gelmesi, kullanilan ekipmanin siirekli
sogutulmasi gerekliligi nedeniyle ortamda klima ile hava sirkiilasyonu saglanmasi, bu
nedenle olusabilecek bulasin engellenmesi amaciyla odaya mikroskop operatoriinden
baskasinin girememesi, mikroskobun direkt olarak calismacilarin kullanamamasi

sonucu ortaya ¢ikan incelemelerin dogru alanlarda yapilmadig diisiiniilmektedir.
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5. SONUC VE ONERILER

Yapilan ¢alismada sigir tiiberkiilozunda akciger ve mediastinal lenf
diigiimlerinde goriillen graniilomlarin (tiiberkiillerin) yapis1 patomorfolojik ve

immunohistokimyasal yontemlerle detayli olarak incelenmistir.

Calismada makroskobik incelemeler sonrasi akciger ve lenf diigimlerinde tipik
tiiberkiillerin goriilmesi ile hastalik hakkinda direkt yorum yapilabilmistir. Bazi
olgularda prodiiktif lezyonlarin goriilmedigi dikkatimizi ¢ekmistir. Makroskobik
incelemede lezyon gorilmeyen bu akciger ve lenf diigiimlerinin mikroskobik
incelemede I. ve Il. Evre graniilomlara sahip oldugu saptanmistir. Elde edilen bu
sonuclara gore klinik olarak siiphe duyulan durumlarda makroskobik lezyon

goriilmese dahi mikroskobik inceleme icin 6rnekleme yapilmasi onerilmektedir.

Calismada  histopatolojik,  immunoperoksidaz ~ ve  immunfloresans
boyamalarinda (konfokal mikroskobi) hastaligin teshisi ve patogeneziyle ilgili
sonuglar ortaya konulmustur. Histopatolojik boyamalarda HE boyamasinda hastaliga
ait graniilomlarin evresine gore enfeksiyon periyodu hakkinda kolaylikla fikir
alinabilece8i goriilmiistiir. Ayrica goriilen graniilomlarin  evrelendirilmesinin
histopatolojik teshis i¢in katki saglamadigi, yalnizca tipik tiiberkiil yapilari disinda
erken evrelerdeki graniilomlarin teshisi i¢in yararli olabilecegi goriilmiistiir.
Immunperoksidaz yéntemiyle ise hastaligin aerojen bulasma sonrasi akciger ve lenf
diigtimlerinde bulgular detayli incelenerek evrelere gore immunohistokimyasal olarak
dogustan ve kazanilmis immunite ile ilgili baz1 belirteclerin lezyon ve evrelerine gore
aragtirtlmast yapilmistir. Konfokal mikroskobi incelemeleri olduk¢a maliyetli
incelemelerdir. Bu nedenle hastalik i¢in rutin tanisal ve sitokinlerin kullanilmasi
yerine; patogenezde etkili yolaklarin ve/veya hastaligin tedavisinde bu yolaklar
tizerinde kullanilan ila¢g vb. materyallerin etkisinin arastirilmasinin daha anlaml

olacag disiiniilmiistiir. Ayrica konfokal mikroskobun rutin incelemelerde pratik
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olmadig1 kanaatine varilmistir.

Formalin tespitli parafin dokularda yapilan ZN boyamalarda etkenin
parcalanmasi, zarar gérmesi durumunda sensitivite ve spesifitede azalmalar dikkati
¢ekmistir. Bu boyamalarda antijenin tiiberkiil yapilarinda ve/veya periferinde bulunan
doku boliimlerinde; tiiberkiil gériilmeyen olgularda dahi, etken pozitifligi saptanmaistir.
Bu nedenle kesin tanm1 icin yiiksek sensitivite ve spesifiteye sahip

immunohistokimyasal antijen boyamas1 yapilmasi gerektigi diistiniilmektedir.

Antijenlerin taninmasinda onemli role sahip olan TLR ailesinden TLR4
calismada tiim olgularda lezyon tiplerine gore ayni oranda artis gostermistir. Lenf
diigiimlerinde ise anlamli fark gozlenmistir. Bu baglamda tiiberkiil goriilen ve/veya
goriilmeyen akciger ve/veya lenf diigiimlerinde, mikobakteriyel etken goriilmesi
durumunda organizma tarafindan etkenin taninmasi ve yangiyr baslatic1 etkileri
konusunda sonuglar elde edilmistir. Bu nedenlerle mikobakteriyel etkenlerde TLR4’{in
etkinliginin saptanmasi, enfeksiyonun organizmada tanindigini belirlemek icin

kullanilabilir.

Tiim olgularda CD119 immunopozitifliginde artis, makrofaj aktivasyonu ve
fagositoz siddetini goOstermisti. Bu da Onemli hiicre aracili immuniteyi akla

getirmektedir.

Immunohistokimyasal incelemelerde CD3 immunopozitifligi primer odak
disindaki tiim lezyonlarda, M. bovis antijenine paralel olarak artmisti. Bu da

lenfositlerin antijen yogunluguna bagl olarak aktif oldugunu kanitlamaktadir.

Calismada B lenfositlerin hafif zinrcirlerinden biri olan Lambda zinciri tercih
edilmis ve tiim olgularda 6zellikle de primer odakta bunun belirgin olarak artisi

goriilmiistiir. Bu durum enfeksiyonun baslangi¢ asamasinda humoral immnitenin aktif
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rol oynadigmi diisiindlirmiistiir. Ancak yine de hem T hem de B lenfositlerinin

belirteclerine ilgili ok ¢esitli boyamalarin yapilmasi gerekmektedir.

Akcigerde yapilan TNF-o0 immunohistokimyasal boyamalarda, lezyonlu
gruplar arasinda yapilan karsilastirmalarda TNF-a immupozitifliklerinde istatistiksel
bir fark dikkati ¢ekmemesine ragmen grafiksel (Sekil 3.8) olarak egrinin yiikseldigi
dikkati ¢ekmistir. Bu durum akciger ve lenf diigiimlerindeki lezyonlarda gesitliligin

olmamasina yorumlanmastir.

Calismada IL17 immunopozitifliklerinde gruplar arasinda fark gézlenmemistir.
Bu durumun c¢aligsmada goriilen tiiberkiillerin yaygin olarak genis nekroz ve belirgin

kapsiiliin oldugu III ve IV. Evrede olmasindan kaynaklandig diisiiniilmektedir.

Calismada IL-2 ile yeterli immunopozitiflige rastlanilmamistir. Bu durum tiim
reaksiyonlarin aktif enfeksiyon ve bunlarla ilgili lezyonlar oldugundan, kaynaklarla
uyumlu olarak dogru bir sonug olarak degerlendirilmistir. Ayn1 sekilde 1L4 icin de
yeterli immunopozitiflik goriilmemistir. Bu durum ise yapilan ZN boyamalarinda
diisiik oranda pozitifliklere rastlanmasi etkenlerin azlig1 ve ¢alismaya dahil edilen

hayvanlarda mikobakteriyel etkenlerin az olabilecegini diisiindiirmektedir.

Calismada makrofaj belirteci olarak CD68 antikoru boyamas1 yapilmistir. Bu
antikor kaynaklarda belirtilen klon temel alinarak temin edilmistir. Farklh
diliisyonlarda ve inkiibasyon siirelerinde pozitif ve negatif kontrol esliginde boyamalar
gerceklestirilmistir.  Pozitif  kontrollerde immunopozitiflik  belirgin  olarak
saptanmigken, lezyonlu dokularda immunopozitiflik goriilmemistir. Elde edilen bu
sonuglara gore calismada ve kaynaklarda kullanilan bu klonun, sigir tiiberkiilozunda
uygun olmadigi saptanmistir. Bu antikorun kullanilma durumu olmasi halinde ise,

CD68’in diger klonlariyla beraber denenmesi gerektigi onerilmektedir.
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Sonug¢ olarak; c¢alismada akciger ve lenf diigiimlerinde sigir tiiberkiilozu
hastaliginda olusan tiiberkiillerin makroskobik incelemeleri yapilmis, mikroskobik
olarak; nekrozun ve fibroz kapsiiliin varligi gibi morfolojik kriterlerle evrelendirilmesi
gerceklestirilmis, immunohistokimyasal boyamalarla M. bovis, CD3, CD68, CD119,
TNF-0, IL2, IL4 IL17, Lambda Chain, TLR4 antikorlar1 boyanarak hastaligin ilerleyisi
hakkinda bilgiler elde edilmistir. Bu baglamda si1g1r tiiberkiilozunda hastaliin teshisi
i¢cin makroskobik ve/veya mikroskobik bulgularin yeterli olabilecegi, etken teshisi igin
histopatolojik yontemlerin yeterli olmayip, immunohistokimyasal yontemlere
basvurulmasi gerektigi, hastaliga karst olusan reaksiyonun makrofaj ve lenfositlerle
olusan hiicresel immuniteyle ilgili oldugu, yapilan sitokin ve/veya kemokin
boyamalarinda da kazanilmis bagisiklikta erken enfeksiyon donemlerinde humoral
bagisikligin etkili olabilecegi sonucunu ortaya koymaktadir. Gelecekte yapilacak
calismalarin hiicresel ve/veya humoral aktivitenin belirlenmesinde genel belirteglerin
disinda alt tip belirteglerin boyanmasi yoniinde olmasi onerilmektedir. Yapilacak
konfokal mikroskobi caligmalarinin ise maliyetli olmasindan daha detayh
yolak/patogenez ¢aligmasinda yapilmas: hastalik hakkinda bilgilerin elde
edebilecegini diislindiirmektedir. Tiim bulgular birlikte degerlendirildiginde sigir
tiiberkiilozunda dogal bagisikligin etkili olmadigi, kazanilmis bagisiklikta ise hem

hiicresel hem de humoral aktivitenin etkili oldugu kanisina varilmistir.
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OZET

Dogal Sigir Tiiberkiilozu’nda Akciger ve 1lgili Lenf Diigiimlerindeki
Graniilomlarin Patomorfolojik ve Immunohistokimyasal Yapisi

Calismada dogal si1g1r tiiberkiilozunda olusan graniilomlarin yapisinin, patomorfolojik
ve immunohistokimyasal olarak detayli arastirilmasi amaclanmustir. Ozellikle elde edilen
immunohistokimyasal yontemlerin sonuglarina gére immunite tipi hakkinda bilgi edinmek,
etkin hiicre tiplerini saptamak ve ileri doniik tedavi yontemlerine yonelik arastirmalara katki
saglanmasi hedeflenmistir.

Caligmanin materyali Ozellikle Ankara ve c¢evre illerin mezbahalarinda, sigir
tiiberkiilozu hastalig1 nedeniyle kesime gelen ve lezyon goriilen 100 adet sigirin akciger ve
mediastinal lenf diiglimleri olusturdu. Farkli donemlerde kesilen saglikli 5 adet besi sigirinin
akciger ve mediastinal lenf diiglimleri ise kontrol grubu olarak alindi. Makroskobik
incelemeler sonucu 93 adet prodiiktif, 7 adet eksudatif tiiberkiiloz tespit edildi. Mikroskobik
incelemeler sonucu da prodiiktif lezyonlar primer odak (n:16), primer kompleks (n:30) ve tam
olmayan primer kompleks (n:47) olarak siniflandirildi. Ayrica goriilen graniilomlar epiteloid
hiicre, dev hiicre, nekroz ve kapsiil kriterleri géz dniine alinarak mikroskobik olarak (I-IV. evre)
evrelendirildi. Tiim lezyonlu orneklere histokimyasal olarak Hematoksilen-Eozin, Ziehl-
Neelsen; immunohistokimyasal olarak da Myobacterium bovis, CD3, CD68, CD119, TNF-q,
IL2, IL4, IL17, Lambda Chain, TLR4 antikorlar1 kullanildi. Konfokal mikroskobik
incelemeler i¢in 10 adet primer kompleks bulunan dokular, Mycobacterium bovis-1L4,
Mycobacterium bovis-IL17, TNF-a-IL4, CD3-1L4 antikorlar eslestirilerek boyandi. Yapilan
incelemelerde makroskobik olarak saptanamayan 1. ve II. evre graniillomlarin tamami
mikroskobik olarak saptandi. Etken varligi i¢in yapilan Ziehl-Neelsen ve
immunohistokimyasal boyamalarda; Ziehl-Neelsen boyama olgularinda pozitiflik %11 iken,
immunohistokimyasal boyamalarda %100 bulunmustur. immunohistokimyasal olarak ayni
zamanda TLR4 pozitifliginin yliksek olmasinin antijenin tanimnmasinda etkin rol oynadigi
diistiniildii. CD119 ve CD3’lin pozitifligi hayvanlardaki hiicre aracili immunite etkinligini
gosterirken; Ozellikle primer odaklarda saptanan Lambda Chain pozitifligi ise humoral
immunitede artig1 dogrulamistir. Yapilan konfokal mikroskobi incelemelerinde de IL4 ve etken
antijeni ayni1 hiicrede tespit edilmis, etken ve IL17 antijenleri farkli hiicrelerde goriilmiistiir.

Sonu¢ olarak sigir tiiberkiillozunda hastaligin kesin teshisi i¢in makroskobik,
mikroskobik bulgularin yeterli olabilecegi (I ve II. evre graniilomlar harig), etken teshisi i¢in
Ziehl-Neelsen boyamasinin yeterli olmayip, immunohistokimyasal yontemlere basvurulmasi
gerektigi, hastaliga karsi olusan reaksiyonun makrofaj ve lenfositlerle olusan hiicresel
immuniteyle ilgili oldugu, yapilan sitokin ve/veya kemokin boyamalarinda da kazanilmig
bagisiklikta erken enfeksiyon donemlerinde humoral bagisikligin etkili olabilecegi kabul
edilmisgtir.

Anahtar Sozciikler: immunite, immunohistokimya, Patomorfoloji, Sigir, Tiiberkiiloz.
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SUMMARY

Pathomorphological and Immunohistochemical Structure of Granulomas in
Lung and Related Lymph Nodes in Natural Bovine Tuberculosis

In this study, it was aimed to investigate the structure of granulomas in natural bovine
tuberculosis in detail with pathomorphological and immunohistochemical methods. In
particular, the aim was to obtain information about the type of immunity according to results
of immunohistochemical method, determine active cell types and contribute to researches on
advanced treatment methods.

The materials of this study included lungs and mediastinal lymph nodes with lesions
of 100 animals, especially in the slaughterhouses of Ankara and its provinces, presented to
slaughtering because of bovine tuberculosis disease. Lungs and mediastinal lymph nodes of 5
healthy beef cattle slaughtered at different times were taken as the control group. As a result
of macroscopical examinations, 93 productive and 7 exudative tuberculosis were detected.
Also in microscopical examination, productive lesions were classified as primary focus (n:16),
primary complex (n:30), and incomplete primary complex (n:47). In addition, granulomas
were staged microscopically (stages I-IV) considering presence of epitheloid cells, giant cells,
necrosis and capsule. To all samples that have lesions, histochemically Hematoxylin-Eosin,
Ziehl Neelsen stains were performed; immunohistochemically, Mycobacterium bovis, CD3,
CD68, CD119, TNF-a, IL2, IL4, IL17, Lambda chain and TLR4 antibodies were used. For
confocal microscopical examinations, 10 tissues with primary complex were stained with
matching Mycobacterium bovis-1L4, Mycobacterium bovis-1IL17, TNF-a-1L4, CD3-1L4
antibodies. In examinations, all stages of granulomas were detected microscopically including
I. and II. stage granulomas which could not be detected macroscopically. In stainings for
causative agent; positivity was 11% in Ziehl-Neelsen staining, but 100% in
immunohistochemical staining of all cases. TLR4 positivity was also found to be high and it
was thought to play an active role in the recognition of the antigen. While the positivity of
CD119 and CD3 shows the efficiency of cell-mediated immunity in animals; Lambda Chain
positivity, especially in primary foci, confirmed the increase in humoral immunity. In confocal
microscopy examinations, IL4 and causative agent were detected in the same cells, where the
agent and IL17 antigens were observed in different cells.

It was concluded that, macroscopical and microscopical findings may be sufficient for
the definitive diagnosis of the disease in bovine tuberculosis (except for stage 1 and II
granulomas), where Ziehl-Neelsen staining is not sufficient for diagnosis of causative agent
and immunohistochemical methods should be performed, in addition to the results showing
that the reaction against the disease is related to cellular immunity formed by macrophages
and lymphocytes, and according to cytokine and/or chemokine stainings, humoral immunity
may be effective in acquired immunity during the early infection periods.

Keywords: Bovine, Immunity, Immunohistochemistry, Pathomorphology, Tuberculosis.
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