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Duodenum; villuslarda atrofi ve fiizyon (oklar). H&E, X40,
200pm Barr.

Jejunum, Lamina propriadan serozaya kadar uzanan genis
yangl, H&E, X40, 200pum Barr

Jejunum, lakteallerde dilatasyon (yildiz) ve lamina propriada
orta siddette diffuz mononukleer hiicre infiltrasyonlar: (oklar),
H&E, X100, 100pum Barr.

[leum, villuslarin apikal bdlgelerinde, lamina propriada siddetli
epiteloid histiyosit ve mononukleer hiicre infiltrasyonu
(yildizlar), H&E, X100, 100 um Barr..

[leum, lamina propria ve submukozada 6dem ve yangisal hiicre
infiltrasyonu nedeniyle genisleme (yildizlar), lenfangitis
(oklar) H&E, X40, 200pm Barr.

[leum, paucibasiller form, lakteallerde dilatasyon (oklar), Peyer
plaklarinda siddetli hiperplazi (P), H&E, X40, 200pm Barr
[leum, seroza, lenfangitis, lenf damari, duvar1 ve liimeninde
granulomlar (yildizlar), H&E, X200, 50 um Barr.
Mezenteriyel lenf diiglimii, kapsulada ve devaminda trabekiilde
goriilen yangisal infiltrasyon ve kortikal lenf follikiillerinde
hiperplazi, H&E, X100, 100pm Barr

Mezenteriyel lenf diigiimii, kapsula altinda kazeifiye ve
mineralize olmus granulom. KN: kazeifikasyon nekrozu, ok:
Langhans tipi dev hiicresi. H&E X200, 50um Barr
Mezenteriyel lenf diiglimii, parakortikal bolgede epiteloid
histiyosit kiimelerinden olusan mikrogranulom alanlar1
(yildizlar), H&E, X200, 50pm Barr

Duodenum, lamina propriada asit fast reaksiyon pozitif alanlar
(oklar). Ziehl-Neelsen, X400, 20um Barr.

Jejunum, lamina propriada asit fast reaksiyon pozitif alanlar
(oklar). Ziehl-Neelsen, X200, 50um Barr.

[leum, lamina propriada asit fast reaksiyon pozitif alanlar
(oklar). Ziehl-Neelsen, X400, 20pum Barr.

Mezenteriyel lenf diiglimii, lenf folikiiliiniin periferinde asit
fast reaksiyon pozitif alanlar (oklar). Ziehl-Neelsen, X400,
20pm Barr.

Duodenum, lamina propriada anti-MBL siddetli immunopozitif
alanlar, ABC-P, X100, 100pm Barr.

Jejunum, lamina propria ve submukozadaki anti-MBL siddetli
immunopozitif alanlar (oklar), ABC-P, X100, 100um Barr.
[leum, lamina propria ve submukozada anti-MBL siddetli
immunopozitif alanlar (yildizlar), ABC-P, X200, 50pum Barr..
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[leum, lamina propriada makrofajlarin sitoplazmasinda anti-
MBL immunopozitif vakuoller (oklar), ABC-P, X400, 20pum
Barr.

[leumda lamina propriadaki makrofajlarin sitoplazmasinda
vakuoller icerisinde ve serbest haldeki anti-MBL
immunopozitif vakuoller (oklar). ABC-P, X400, 20um Barr.
Kontrol grubu, jejunum, lamina propriada anti-MBL negatif
immunreaksiyon, ABC-P, X40, 200pm Barr.

Mezenteriyel lenf diiglimii, parenkim igerisindeki epiteloid
histiyositlerde anti-MBL siddetli immunopozitif alanlar
(oklar), ABC-P, X200, 50um Barr..

Kontrol grubu, mezenteriyel lenf diiglimii, anti-MBL negatif
immunreaksiyon, ABC-P, X40, 200pum Barr.

Duodenum, enterositlerde (ince oklar), lamina propriada ve bag
dokuda (kalin oklar) anti-OPN siddetli immunopozitif alanlar,
ABC-P, X100, 100pm Barr.

Jejunum, enterositlerde, lamina propriada ve bag dokuda anti-
OPN siddetli immunopozitif alanlar, ABC-P, X100, 100um
Barr.

fleum, enterositlerde, lamina propria, Peyer plaklar1 ve
subserozal dokuda anti-OPN siddetli immunopozitif alanlar,
ABC-P, X40, 200um Barr.

Kontrol grubu, jejunumda anti-OPN hafif immunopozitif
alanlar, ABC-P, X40, 200um Barr.

Mezenteriyel lenf diigiimii, anti-OPN siddetli immunopozitif
alanlar, ABC-P, X40, 200um Barr.

Mezenteriyel lenf diigiimii, mikrogranulomu olusturan anti-
OPN immunopozitif epiteloid histiyositler ve makrofajlar,
ABC-P, X400, 20um Barr

Kontrol grubu, mezenteriyel lenf diiglimii anti-OPN negatif
immunreaksiyonlari, ABC-P, X200, 50um Barr.

Caligma grubu, ileum, multibasiller form. A:Lamina propriada
yangisal hiicre infiltrasyonu (yildizlar) H&E, X40, 200pum
Barr. B: Lamina propriada asit fast reaksiyon pozitif alanlar
(yildizlar), Kiigiik resim: Asit fast reaksiyonu yakinlastirilmis
gorlinlim, Ziehl-Neelsen, X40, 200um Barr. C: Lamina
propriada ve submukozada anti-MBL immunreaksiyonlari
(oklar) ABC-P, X40, 200um Barr. D: Lamina propriada ve
submukozada anti-OPN immunreaksiyonlar1 (oklar). ABC-P,
X40, 200um Barr.

(Calisma grubu, mezenteriyel lenf diigiimii, mikrogranulom. A:
Epiteloid histiyosit ve yangisal hiicre infiltrasyonu (yildizlar),
H&E, X200, 5S0um Barr. B: Epiteloid histiyositlerde asit fast
reaksiyon pozitif (oklar), Ziehl-Neelsen, X400, 20um Barr.
Kiiciik resim: Etkenlerin yakinlastirilmis goriiniimii (oklar),
Ziehl-Neelsen, X1000, 10um Barr. C: Epiteloid histiyositleride
anti-MBL immunreaksiyonlar1 (oklar) ABC-P, X200, 50pm
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150C/921 primerleri ile yapilan PZR testi sonras1 IS900 genine
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OZET

Kegilerin Dogal Paratiiberkiiloz Enfeksiyonlarinda Dokularda Osteopontin Ve

Mannoz Binding Lektin Diizeylerinin Patolojik Yontemlerle Aragtirilmasi

Paratiiberkiilozis 6zellikle ruminantlarda goriilen, kronik seyirli, transmural enteritisle
karakterize; tiim diinyada ekonomik kayiplara neden olan bir hastaliktir. Mannoz
baglayict lektin; patojen etkenlerin opsonizasyonunu saglar ve lektin yolagiyla
komplement sistemi aktive ederek makrofajlar tarafindan fagositozunu saglar.
Ostopontin doku biitiinliigiinlin korunmasi, rejenerasyonu, kronik ve graniilomatoz
yangilarda kemotaktik etki dahil bir¢ok fizyolojik ve patolojik olayda rol oynayan azot
bagli glikosile proteindir, yangisal reaksiyonda makrofaj infiltrasyonunu diizenler.
Calismada kullanilan dokularin histopatolojik, Ziehl-Neelsen ve
immunohistokimyasal yontem bulgular1 degerlendirilerek, semikantitatif ve
istatistiksel analiz degerlendirmeleri yapildi. Elde edilen bulgular 1s18inda bu
calismada; kegilerde paratiiberkiilozis hastaliginin histopatolojisi detayli olarak
sunularak, Osteopontin ve Mannoz Baglayict Lektin’in Paratiiberkiilozis
hastaligindaki ekspresyonlari, hastaligin patogenezindeki rolleri ve bu iki markirin

birbiriyle olan iliskileri gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler: Histopatoloji, Keci, Mannoz baglayici lektin, Osteopontin,

Paratiiberkiilozis
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ABSTRACT

Investigation of Osteopontin and Mannose Binding Lectin Levels in Natural

Paratuberculosis Infections of Goats with Pathological Methods

Paratuberculosis is characterized by transmural enteritis with a chronic course,
especially seen in ruminants that causes economic losses all over the world. Mannose
binding lectin; thats provides opsonization of pathogenic agents and provides
phagocytosis by macrophages by activating the complement system through the lectin
pathway. Ostopontin is a nitrogen-bound glycosylated protein that plays a role in many
physiological and pathological events, including preservation of tissue unity,
regeneration, and chemotactic effect in chronic and granulomatous inflammations. It
regulates macrophage infiltration in the inflammatory reaction. Histopathological,
Ziehl-Neelsen and immunohistochemical method findings of the tissues used in the
study were recorded and semi-quantitative and statistical analysis evaluations were
made. In this study; the histopathology of Paratuberculosis disease in goats was
presented in detail, and the expressions of Osteopontin and Mannose Binding Lectin
in Paratuberculosis disease, their roles in the pathogenesis of the disease and the

relationship between these two markers were shown with using these findings.

Keywords: Histopathology, Goat, Mannose binding lectin, Osteopontin,

Paratuberculosis
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1. GIRIS

Paratiiberkiilozis, “Johne’s disease”, ruminantlarda goriilen kronik seyirli ve
ilerleyici bir hastaliktir. Diinyanin hemen her bdlgesinde goriilen ve hayvan 6liimleri,
erken kesim, hayvan itlaflar1 ve diisiik siit verimine baglh ekonomik kayiplara neden
olmaktadir (Ott ve ark., 1999). Hastalik deneysel olarak at ve domuzlarda olusturulmus
ancak tipik lezyonlar bu hayvanlarda belirgin olarak gdzlenmemistir. Son yillarda
yapilan calismalar 1s18inda arastirmacilar Paratiiberkiilozisin insanlarda “Crohn’s
disease” hastaligiyla iligkili oldugunu, hastalifin insanlara da bulasabilecegi
diisiiniilerek zoonotik hastaliklar arasinda kabul edilmesi gerektigi ileri siiriilmektedir

(Manning ve Collins, 2001).

Lezyonlarm yerlesim yeri bagirsaklardir. Ozellikle ince bagirsaklarin son
kisimlar1 ile buna yakin ileosekal valviil ve sekumda siddetli lezyonlar goriiliir.
Bununla birlikte ince bagirsaklarin baslangi¢ ve orta kesimleri ile kolon ve rektumda
da hastaliga ait degisen derecelerde lezyonlar goriildiigii bilinmektedir (Gelberg, 2017,
Haziroglu ve Milli, 2000).

Etken “Mycobacterium avium subspecies paratuberculosis” (MAP) olarak
bilinir. Toprak asiditesine dayanikli gram pozitif gomak seklinde bir bakteridir. Hasta
hayvanin digki, salya ve siit gibi sekret ve ekstretleriyle etrafa yayilir. Hastaligin
sekillenmesi i¢in en erken yas 6 aydir ancak ¢ogunlukla 2 yasin altindaki hayvanlarda
pek goriilmez. Inkubasyon siiresi olduk¢a uzundur. Baz1 kaynaklarda hastaligin disk1
sekret ve ekskretlerin haricinde yavrulara transplasental yolla da bulasabildigi ancak
dogan yavrularin g¢ogunlukla hastaliga ait klinik bulgular1 gostermedigi rapor
edilmigtir. Hastalik immun sistemin durumu, etkenin virulansi ve miktarina gore bazen
cok gec sekillenebilir ya da hig sekillenmeyebilir (Gelberg, 2017; Lovel ve ark., 1944;
Manning ve Collins 2001).

Hayvanin etkene maruz kaldig1 yasa ek olarak alinan MAP miktarinin fazlalig
da enfeksiyonun seyrini etkiler. Genel olarak, yiiksek bir MAP dozu alan hayvanlarin
enfekte olma olasilig1 daha yiiksektir ve diisiik bir doz alanlara gore klinik asamaya

daha hizli ilerlemeleri beklenir. Yetiskin sigirlar asir1 derecede kontamine ortamlara



maruz kalirsa, MAP enfeksiyonundaki yasa bagli direng alt {ist olabilir (Sweeney,

2011).

Hastaliktaki temel lezyon bagirsaklardaki kronik transmural enteritistir.
Bagirsaklar duvar1 boyunca sekillenen 6dem ve kronik yangi nedeniyle ¢epegevre
kalinlagsmis ve progresif olaylarda kronik enfeksiyon nedeniyle liimenleri daralmistir
(Cocito ve ark., 1994). Seroza yangisal hiicre infiltrasyonu ve 6dem nedeniyle
opaklasmis ve buzlu cam goriinlimiinii almistir. Mukoza kalinlasmis, kadifeye benzer
ve enine kivrimlagmalar nedeniyle beynin gyruslarini andiran bir goriiniimdedir
(Gelberg, 2017; Haziroglu ve Milli, 2001; Whitlock ve Buergelt, 1996). Mezenteriyel
lenf diigiimleri ileri derecede sigkin olup hastaligin en belirgin lezyonu bagirsaklarin
anti-mezenterik kisimlarindan mezenteryum boyunca lenf diigiimlerine kadar ilerleyen
beyaz opak kalinlagsmalar seklinde belirginlesmis lenfangitisi belgeleyen lenf damari
kalinlasmalaridir. Ince bagirsaklarda goriilen villus atrofisi ve absorbsiyon
bozukluklar1 nedeniyle kolonlara gelen bagirsak iceriginin emilmesi kolonun
kapasitesini asar (Cocito ve ark, 1994; Sweeney, 2011). Bagirsak villuslarindan
protein emilimi sekteye ugradigindan kandaki protein diizeyi ve buna baglh olarak
osmotik basin¢g bozulur ve bu durum kanin sivi kismimin doku araliklar1 ve viicut
bosluklarina gegmesine neden olur. Bununla birlikte emilim bozuklugu nedeniyle
ortaya ¢ikan negatif enerji ve azot agig1 nedeniyle yaglar hidrolize edilerek viicutta
enerji amaclh kullanilir. Yag dokular1 atrofiye ugrayarak azalir. Yaglarin hidrolizi
sirasinda ortaya ¢ikan su bolgedeki mukopolisakkaritlerle birleserek jelatindz bir
goriinlim alir (Jelatindz atrofi, serdz atrofi). Devaminda proteinler de sindirilerek
iskelet sistemindeki kas kiitlelerinde azalma ve siddetli bir kaseksi olusur (Chiodini ve

ark., 1984; Clarke, 1997; Gelberg, 2017; Haziroglu ve Milli, 2001).

Hastaliga ait tipik bulgular ¢cogunlukla sigirlarda belgelenmistir. Ancak koyun
ve kegilerde baz1 farkliliklar disinda benzer lezyonlar gozlenir. Klinik bulgular ile
lezyonlarin siddeti ya da tipi her zaman birbirine paralellik gdstermez. Bu nedenle
klinik bulgular1 tipik olan hayvanlarda bazen patolojik lezyonlar belirgin bir sekilde
gozlenemediginden teshiste zorluklarla karsilagilabilir. Sigirlarda bagirsak lezyonlari
graniilomatdz enteritis olarak seyreder. Epiteloid histiyosit artist en bilinen lezyondur.

Ancak kazeifikasyon ya da mineralizasyon goriilmez. Langhans tipi dev hiicreleri ise



genellikle azdir (Haziroglu ve Milli, 2001; Ott ve ark., 1999; Sweeney, 2011). Buna
karsin koyun ve kecilerde graniillomatéz yangida zaman zaman kazeifikasyon ve
mineralizasyon goriilmekle beraber Langhans tipi dev hiicresi de oldukca fazladir.
Lenft damarlar ve lenf diigiimlerindeki lezyonlar bagirsaklardaki lezyonlara paralel
seyreder ve cogunlukla graniilomatdz lenfangitis ve lenfadenitis seklindedir (Chiodini
ve ark., 1984; Clarke, 1997; Sweeney ve ark., 2012). Hastaligin ayiric1 tanisinda dikkat
edilmesi gereken en Onemli hastalik, lezyonlar1 bu hastalia ¢ok benzeyen ve
generalizasyon sirasinda bagirsaga yerlesen bagirsak tiiberkiilozudur (Collins, 1996).
Histopatolojik olarak Tiiberkiilozis lezyonlarinin bagirsak boyunca diffuz olarak
goriilmemesi ve reaktif bag doku proliferasyonunun fazla olmasi ve Paratiiberkiiloziste
bagirsak mukozasinda iilserlerin Tiiberkiiloziste olmamasi ile bu hastaliklar
birbirlerinden ayrilir. Teshiste altin standart etken izolasyonudur (Collins, 1996;
2011). Bunun disinda histopatolojik bulgular, Ziehl-Neelsen boyama metodu ile asit-
fast pozitif olan etkenlerin demonstrasyonu ve immunoperoksidaz ya da
immunfloresan yOntemleri teshiste Onemli kriterlerdir. Bunlarla beraber etken
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) ile gosterilebilir (Chaturvedi ve ark., 2017).
Patojenitesi Tiiberkiiloziste oldugu gibi tam olarak ag¢iga ¢ikarilamadigindan etkin bir
tedavi yontemi heniiz bulunamamistir ancak semptomatik tedavi yapilabilmektedir
(Collins, 1996; Fecteu ve Whitlock, 2011). Hastaligin 6nlenmesi i¢in kullanilabilir
bilinen etkin bir as1 heniiz yoktur ancak ast ile ilgili ¢esitli calismalar devam etmektedir

(Windsor, 2013).



2. GENEL BILGILER

2.1. Paratiiberkiilozis

2.1.1. Etiyoloji

Mycobacterium avium subspecies paratuberculosis (MAP), ruminantlarda
goriilen Paratiiberkiilozis hastaligindan sorumlu etkendir. Mycobacterium ailesinin bir
liyesi olan bakteri 0,5 ila 1,5 pm boyutlarinda, aside direncli olmasi, hiicre zarlarinin
mikolitik asit ve yiiksek genomik C + G iceren (% 61-71) bir yapiya sahiptir. Watson-
Reid agar plakalarinda veya yaygin olarak kullanilan HEYM (Herrold'un yumurta
sar1s1 besiyeri) plakalarinda, pigmentsiz piiriizlii koloniler olusturur. Besiyerlerinde
yavas gelisen ve zor iireyen bir bakteridir. Kati besiyerinde goriiniir koloni olusumu,
farkli takviyeler yapilmadiginda 4 aya kadar siirebilir (Chiodini ve ark., 1984; Merkal
ve ark., 1974). Son yillarda yapilan bir ¢alismaya gore 130’un iistiinde tiir ve alt tiir
igeren genis bir aileden olustugu bildirilmistir (Turenne ve ark., 2007). Beard ve
arkadaslarinin yaptiklari bir calismada MAP gevisgetiren hayvanlarin yani sira, kuslar,
tavsanlar, tilkiler ve porsuklar dahil olmak {izere ¢ok c¢esitli konak¢i tiirleri enfekte

edebildigi bildirilmistir (Beard ve ark., 2001).

Biiylime i¢in metallere bagimlilik tiim bakteriler i¢in ortak iken, patojenik
mikobakterilerin demir gereksinimi, bu metalin alinmas1 ve kullanilmasi i¢in organik
bir kaynaga ihtiyag duyulmasit bakimindan kendine o6zgiidiir. Kompleks demir,
sideroforlar tarafindan selatlanir ve hiicre membranindan gecerek ve endositik

vakuoller halinde bulunur (Cocito ve ark., 1994).

Iki tiir siderofor bilinmektedir, mikobaktinler ve ekzokelinler: birincisi i¢
kenetleme ajanlar1 ve ikincisi dig vektorlerdir. Ekzokelinler, hiicre dist sivida bulunan
kii¢iik protein molekiilleridir. Demir eksikligi durumunda yiiksek konsantrasyonlarda
salmir. Yagda ve suda ¢oziinlir ekzokelinler tanimlanmistir. Hayvanlarda, demir
iyonunun ana depolama sekli ferritindir ve bu metal i¢in tagima molekiilleri transferrin

+355

ve laktoferrindir. Mikobakteriyel ekzokelinler, Fe™’{i bu hayvan selatorlerinden

cikarir ve bakteri hiicre duvar1 boyunca tagir. Selatli metalin hiicre i¢i mikobaktin ile



degisimi daha sonra gerceklesebilir, bdylece mikobakterilerde bulunan demir
depolama formu olusur. Mikobaktinler, Fe**’{in koordineli olarak bagli oldugu bir
cekirdek ve farkli uzunluklarda alkil yan zincirleri igeren yiiksek molekiiler agirlikli
kompleks lipidlerdir. Suda ¢oziinmeyen bu yiiksek hidrofobik yapilar hiicre zari
tarafindan smirlandirilir. Mikobaktinler mikobakterilere ve Nokardia etkenlerine
Ozgudiir. Bu nedenle taksonomik 6nem tasir. Bununla birlikte yalnizca mikobakteriler
hem mikobaktinleri hem de ekzokelinleri i¢erir. Cogu M. paratuberculosis susunda ve
bazi M. avium izolatlarinda mikobaktin bulunmamasi ilgi ¢ekicidir. Bu suslar, in vitro
proliferasyon i¢in eksojen bir mikobaktin takviyesi gerektirirken, dogal konakg¢ilarda
serbestce cogalirlar (Barclay ve ark., 1983, Barclay ve ark., 1985, Cocito ve ark., 1994,
Merkal ve ark., 1974). Mikobaktin bagimlilig1 daha sonradan agag¢ giivercinlerinde de
bulundugundan M. avium’a 6zgl olma niteligini yitirmistr. Siipheli bir hayvandan
alinan 6rneklemeler tek bir test yardimiyla izole ve identifiye edilemez. Bunu yaninda
biiylime faktdrleri, bilylime inhibitorleri, spesifik enzimler, lipid ve seker bilesenleri,
protein profilleri, DNA analizi ve konak¢i aralifi patojenitesi gibi kriterlerin de
incelenmesi gerekir. O nedenle bir etkene M. paratuberculosis teshisi koymak oldukca

zor bir siireci gerektirir (Brennan, 1986; Minnikin ve Goodfellow, 1980; Thoen ve

ark., 1971).

Hiicre aracili immunite (HAT) tepkisinin gelistirilmesi, hiicre ici MAP'e kars1
savunmada konaker1 icin gereklidir ve antikorlar tespit edilmeden 6nce enfeksiyonun
erken bir asamasinda ortaya cikar. Hastalik subklinikten klinige dogru ilerledikge HAI
tepkisi azalir ve yerine antikor olusumu ile karakterize gii¢lii bir humoral bagisiklik

sekillenir (Chiodini, 1996; Mikkelsen ve ark., 2011; Stabel, 2000).

Antikorlar, hayvani hiicre i¢i patojene kars1 korumaz ve bagisiklik sisteminin
enfeksiyon bastirmasinin son asamalarinda bir alerji durumu meydana gelebilir
(Waters ve ark., 1999). MAP ile enfekte hayvanlarin teshisi genellikle siit veya
serumdaki antikorlarin saptanmasia veya digkidan bakteri izolasyonuna dayanir,
ancak bu teshis yontemleri genellikle hastaligin ileri bir asamasinda enfeksiyondan
yillar sonrasna kadar uygulanamaz (Nielsen ve Toft, 2006). Bunun tersine, HAI
tabanli teshisler enfeksiyonun erken asamasinda, antikor olusumu ve diskida bakteri

goriilmesinden Once uygulanabilir. Bu nedenle, c¢esitli tanisal test stratejileri



kullanarak, MAP ile enfeksiyonu hastaligin farkli asamalarinda tespit etmek

miimkiindir (Mikkelsen ve ark., 2011).

2.1.2. Tarihge

Mycobacterium tiirlerinin olusturdugu bilinen hastaliklarla ilgili ilk bulgular,
milattan Onceye dayanmaktadir. Milattan 6nce 5000 yilina ait fosil kemiklerde
Tiiberkiilozis ile ilgili kemik deformiteleri bulunmustur. Bunun yani sira Misir’da
Tiiberkiilozisli iyi korunmus mumyalarin bulundugu da bildirilmistir (Murray, 2004).
Misir, Yunan, Roma gibi antik kentlerden ¢ikarilan buluntular Mycobacterium’un eski

ve yaygin bir hastalik oldugunu gostermistir (Behr ve ark., 2020).

Sanayi devriminde artan is¢i gereksinimi nedeniyle sehirlerdeki kalabaliga
bagli olarak 1800°li yillarin sonuna dogru bakterinin neden oldugu hastaliklar
yayginlasmustir. Ingiltere kiliselerinin cenaze kayitlar1 New England’daki dort
6liimden birinin nedeninin Tiberkiilozis oldugunu ortaya koymustur. Bulasmanin ve
Oliimlerin artmasi, gelismekte olan bilimin bu bakteri tiirii iizerinde yogunlagsmasina

neden olmustur (Murray, 1989).

Tiiberkiilozisle ilgili artan arastirmalarin ve bilimsel gelismelerin paralelinde
1807 yilinda Edward Skellet ve 1829°da W.A. Cartwright, birbirilerinden farkli
zamanlarda fakat ayni1 sekilde sigirlarda “zayiflama” ve “verem benzeri” bir hastalik
tanimlamiglardir. Hurtrel d’ Aroval’in 1826 yilinda “ince ve kalin bagirsaklarin mukoz
membranlarinda kalinlasma ile iliskili kronik diare” tanimlamasi ise bugiinkii
bildiklerimize goére Paratiiberkiilozisle birebir uyumludur. Paratiiberkiilozis
hastaligina ismini veren ise 1895 yilinda Johne ve Frothingham olmustur. Bu iki bilim
insani, bir cift¢i tarafindan Dresden’daki Veteriner Patoloji birimine getirilen,
tiiberkiilin deri testi negatif ¢ikmis bir sigira ait gastrointestinal sistem organlarinin
incelemesini yapmis, intestinal mukozada kalinlagsma ve biiyiimiis mezenteriyal lenf
diigiimii lezyonlarmi gormiislerdir. Detayli incelemeler sonunda yangili dokularda
asit-fast bakteri oldugunu tespit etmislerdir. Bagirsak Tiiberkiilozisinden sliphelenen
arastiricilar, izolati kobaya inokule etmis, bakterinin hastalik olusturmadigini

gormeleri ilizerine hastaligin Avian Tuberkiilozis basili olabilecegini diisiinerek



“pseudotuberculosis enteritis” olarak isimlendirmislerdir (Chiodini, 2005; Johne ve

Frothingham, 1895).

Hastalik 1902 ile 1908 yillar1 arasinda Danimarka, Almanya, Fransa, Norveg,
Hollanda, Belgika, isvigre ve Birlesik Devletler’de bildirilmistir (Chiodini ve ark.,
1984).

Twort 1910°da hastalifin etkenini izole etmeyi basarmig ve etkenin
“Mycobacterium enteritis chronicae pseudotuberculosis bovis johne” olarak

isimlendirilmesini 6nermistir (Chiodini, 2005).

Bergey’in Mikrobiyoloji Nomenklatiir El Kitabi’nin 1923 yilindaki ilk
baskisinda Bang ve Holth’un, Paratiiberkiilozis hastaliginin  etkeninin
“Mycobacterium paratuberculosis” olarak isimlendirdiklerini belirtilmektedir

(Chiodini, 2005).

Mycobacterium paratuberculosis 1984 yilinda Crohn hastaligi olan
insanlardan izole edilerek Paratiiberkiilozis ve Crohn hastalig1 arasindaki ilk fiziksel
kanit bulunmustur. Bunun gibi arastirmalar sayesinde 1990 yilina kadar bakteri ve
olusturdugu hastalikla ilgili bir¢ok gelisme kaydedilmistir. Bu siire zarfinda makul
diizeyde gozlem ve deneysel calisma yapilmis, cesitli tanisal test kiti gelistirilmis,
deney hayvanlarinda duyarlilik, bulagsma, as1 ve direng testleri yapilmistir (Chiodini,

2005).

Marie Thorel ve arkadaslart Mycobacterium tuberculosis’in matrix analizini
yaparak, M.avium kompleksine dahil oldugunu bulmuslardir. Bu bilim insanlari
bakterinin isimlendirmesinin Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis olarak
degistirilmesini 6nermisler ve Uluslararasi Mycobacterial Taksonomi Grubu
tarafindan genis ol¢iide kabul edilmesini saglamislardir. Cogu arastirmaci bu yildan
sonra isimlendirmeyi bu sekilde kullanmay1 uygun bularak nomenklatiire ge¢mesini

saglamislardir (Murray, 2004).



Gilintimiize kadar MAP ile ilgili teshis, tedavi ve korunmayla ilgili ¢cok sayida
klinik, mikrobiyolojik, patolojik ve immunohistokimyasal caligmalar yapilmistir.
(Dagleish ve ark., 2010; Fectau ve Whitlock, 2011; Manning ve Collins, 2001;
Sababoglu ve Tiiriitoglu, 2017).

2.1.3. Epidemiyoloji ve Patogenezis

Koyun ve kegilerde paratiibekiilozis M. avium subspecies paratubeculosis
tiirlerinin koyun tipi “S” ve Bizon tipi “C” suslar1 tarafindan olusturulan bagirsak ve
lenfoid organlarin kronik enfeksiyonu olarak bilinir (Kumar ve ark., 2010; Windsor,
2015). “S” susu genellikle koyun ve kil kecilerini enfekte ederken “C” siit kegilerini
enfekte etmektedir (Windsor, 2015). Sigirlar “S” susuna karsi direngli olmalarina
ragmen Avustralya’da siddetli enfeksiyona sahip koyunlarla temas eden buzagilarin
da enfekte oldugu tespit edilmistir (Moloney ve Whittington, 2008). “S” susunda
bagirsak ve lenf diiglimlerinde granulomatoz lezyonlarin olustugu ve siddetinin
zamanla degismedigi bildirilirken C tipi ile enfekte hayvanlarda hafif enfeksiyonlarda
hiicresel yanitin ¢ok siddetli oldugu ancak enfeksiyounun siddetinin zamanla azalarak
fibrozisle sonuclandigi bildirilmistir. Elde edilen sonuglar 1s1ginda konakg¢1 yanitinin

sekli ve yanitinda susun 6nemli bir rolii oldugu diistiniilmiistiir.

Enfeksiyoun bulasmast 3 sekilde olabilmektedir. Birinci yol enfekte
hayvanlarin digki, salya ve idrarlarinin topragi, barinaklar1 ve meray1 kontamine etmesi
ve enfekte hayvanlarla saglam hayvanlarin birbiriyle olan temasi seklinde olmaktadir.
Bu konu ile ilgili Avustralya’da karantina ve ihtilaf yapilmasina ragmen, meralarin
temizlenmesi ve hastaligin eradikasyonu gibi ¢abalarin yetersiz kaldig1 bildirilmistir.
Ikinci yol ise enfekte siit ve kolostrumun tiiketilmesi ile olmaktadir. Bu yolla bulasma
ile hastaligin erken yaslarda ¢ikmasi arasinda bir korelasyona rastlanilmamamstir.
Bununla beraber klinik bulgularin ortaya ¢ikmasi ve belirlenmesinde gecikmeler
oldugundan, ya da kuzu eti tiketimi fazla olan yerlerde lezyonlar tam
sekillenmediginden erken yaslarda ortaya c¢ikmasinda etkili olup olmadig
netlesmemistir. Hastaligin bulagsmasinda diger bir yol prenatal donemdir. Enfekte
koyunlarin bazilarina yapilan nekropsilerde ya da aborte fotiis dokularinda etkene

rastlanmakla beraber ¢ogu zaman lezyon tespit edilememistir. Avustralya’da yapilan



bir calismada intrauterin bulasma sonucunda biitiin kuzularda enfeksiyon tespit
edilmis, bunlardan biiyiik bir kisminin subklinik, ¢ok azinin ise klinik bulgu gosterdigi
tespit edilmistir. Kuzularda erken yaslarda hastaliga ait klinik bulgularin
sekillenebilecegi diisiiniilmiis ancak erken enfeksiyona dair ¢ok az bilgi edinilmistir.
Bu nedenle enfeksiyonun devam etmesinin dnlenmesinde 6zellikle dogurganlik orani
yiiksek olan koyunlar basta olmak iizere diski ile yogun miktarda etken atan koyunlarin
ihtilafinin hastaligin yayilmasinda ve c¢evresel kontaminasyonun onlemek adina
onemli bir tedbir olabilecegi diisiiniilmiistiir (Lambert ve ark., 2004; Whittington ve

Windsor, 2009).

Uzun zamandir tartisilan ve tereddiitlerle karsilagilan diger bir durum ise
MAP’1n insanlara bulasip Crohn’s hastaligina sebep olabilecegi ihtimalidir. Bu
nedenle bulasmanin Onlenmesi, hasta hayvanlarin ihtilaf edilmesi, et, siit ve siit

tiriinlerinin iyi sterilize edilmesi gerekmektedir (Windsor, 2015).

Koyunlarda multibasiller, paucibasiller ve asemptomatik form olmak {iizere
hastaliga ait ti¢ form bildirilmistir. (Gillan ve ark., 2010). Multibasiller form kronik
granulomatoz enteritis ve lenfadenitis ile seyreden lamina propriada ve submukozada
cok sayida sitoplazmalarinda yogun etken bulunduran epiteloid histiyosit birikimleri
ile karakterizedir. Paucibasiller formda ise lamina propria ve submukozadaki
lezyonlarin hiicresel kompozisyonu daha ¢ok lenfositik karakterde olup az sayida

etken igerir (Windsor, 2014).

Hayvan agizdan MAP etkenlerine maruz kaldiginda, organizmalar konakgiy1 2
ayrn girig kapisi yoluyla enfekte edebilir. Buzagilarda yapilan bir deneysel ¢alismada
yiiksek dozda MAP aliminda maruziyetten kisa bir siire sonra etkenin retrofarengeal
lenfoid dokuda goriilmesinin MAP organizmalarinin konak¢iyr tonsiller yoluyla

enfekte edebilecegi seklinde yorumlanmistir (Payne ve Rankin, 1961).

Yapilan bagka bir deneysel ¢alismada ise MAP'1n tonsil kriptlerine dogrudan
inokulasyonun da enfeksiyonla sonuglanabildigi gosterilmis, MAP’in buradan,
hematojen veya lenfojen yolla mezenterial lenf diiglimlerine ve ileuma yayilabilecegi

diisiiniilmiistiir. Bununla birlikte, daha az miktardaki MAP dozlar1 veya dogal olarak



enfekte ineklerin doku homojenatlarin1 kullanan deneysel ¢aligmalardan elde edilen
cogu kanit, ileumun ana giris kapis1 oldugunu isaret etmektedir (Buergelt ve ark.,

1978; Gilmour ve ark., 1965; Sweeney ve ark., 2006).

Peyer plaklarinin {izerinde bulunan 06zellesmis non-villoz epitel dokusu
arasindaki “M” hiicreleri MAP’1n bagirsak mukozasina gecisini saglar. MAP etkenleri
M hiicreleri tarafindan alinarak submukozaya herhangi bir degisim olmaksizin
aktarilir. Burada MAP etkenleri, fagositoz yoluyla girdikleri makrofajlar tarafindan
yikimlanir. Deneysel bir calismada, MAP etkenleri buzagilarin ileumuna dogrudan
inokule edilmis ve 5 saat sonra submukozal makrofajlarda etkene rastlanmistir
(Momotani ve ark., 1988). Bu noktada, hayvanin MAP enfeksiyonu agisindan
konak¢inin kaderi heniiz kesinlesmemistir. Makrofajlar fagositoz edilen MAP
etkenlerini oldiirmede basarili olursa enfeksiyon engellenebilir. Bununla birlikte,
MAP etkenlerinin makrofajlar i¢inde hayatta kalma konusunda benzersiz bir yetenegi
vardir ve Paratiiberkiilozisin kronik ilerleyici dogasinin merkezinde yatan da bu
ozelligidir. Boylelikle konak savunma mekanizmalari ile patojen ¢cogalmasi arasinda

uzun siireli bir ¢ekigsme baslar (Sweeney, 2011).

Cogu hiicre i¢i patojende oldugu gibi makrofajlar tarafindan fagosite edilen
MAP organizmalarinin dldiirtilmesi, enfeksiyonuna karsit sekillenen konake1
savunmasinin ilk asamasi igin kritiktir. Fagositoz sonrasinda Thl tipi T yardimci
lenfositler tarafindan iiretilen interferon-gamma gibi sitokinler makrofajlar1 aktive
ederek, fagositize MAP organizmalarinin o6ldiiriilmesini artirir (Zurbrick ve ark.,
1988). Enfeksiyona maruz kalan bazi hayvanlarin hastalig1 elimine etmesi bu yolla
olmaktadir. Boylece hastaligin klinik bulgulari ilerlemeden sona ermektedir. Bununla
birlikte birgok hayvan hastalig1 elimine etmekte basarisizdir ve mikroorganizmalar bu
hayvanlarda canli kalmaya devam eder. Hiicre i¢i hayatta kalma mekanizmasi tam
olarak anlagilmamis olsa da MAP’mn makrofaj igindeki fagositik vakuoliin
olgunlagsmasini ve asitlesmesini 6nledigi ve bdylece lizozomal enzimlerle oksijen
tiirevi serbest radikallerin bakteriyosidal etkilerinden kurtuldugu diisiintilmektedir
(Hostetter ve ark., 2003). Genellikle enfeksiyonun erken doneminde, hastaliga
yenilmesi muhtemel hassas hayvanlarda bile, konak¢i savunma hiicreleri etkeni

icerebilmekte, MAP'nin bagirsak ve bagirsakla iliskili lenfoid doku i¢inde yavas bir
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sekilde proliferasyonuna ve yayilmasina izin vermektedir. Bu erken, "kontrolli"
enfeksiyon, 2 veya daha fazla yil slirebilen uzun bir "tutulma evresi" ile sonuglanir. Bu
stire boyunca, hayvan hicbir klinik belirti gostermez, iiretim veya kilo alimi
bakimindan kayda deger bir kayip yoktur. MAP’1n fekal yolla sagilmasi ve serum
antikorlarimin olusumu genellikle saptanamaz. Enfeksiyonun bu asamasinda pozitif
hayvanlar1 tespit etmenin tek gilivenilir yontemi, kiiltlir veya PZR ile MAP tespiti i¢in
ileum veya mezenterik lenf diigiimiinden numune almaktir. Etken enfeksiyonun erken
asamalarinda kontrol altina alinabilse de, bu durum sonrasinda konak¢inin aleyhine
doner. Bagirsak submukozasinda ve mezenteriyel lenf diigiimlerinde MAP
antijenlerinin varlig1 yangisal yaniti uyararak konagin enfeksiyonu kontrol altina alma
cabasini tesvik eder. Bolgeye makrofajlar ve lenfositler ¢ekilir ve ¢ok ¢ekirdekli dev
hiicreler, epiteloid histiyositler, lenfositler ve makrofajlarlardan olusan graniilomlar
meydana gelir. Enfeksiyonun erken evresinde, bu lezyonlarin siddeti siirli ve
lokalizedir. Aslinda bu yanit MAP'nin ilk enfeksiyon bolgelerine tutulmasina yardimci

olur (Gonzalez ve ark., 2005).

Aside direngli organizmalar igeren makrofajlar bu erken fokal lezyonlarda
seyrektir. Bununla birlikte, enfeksiyon yavas da olsa ilerledik¢e, mikroorganizma
dokuya yayilir ve lezyonlar daha siddetli hale gelir ve sonunda hastaligin klinik tablosu
ortaya cikar. Graniilomatdz yanit baslangigtan itibaren MAP etkenlerini igerir, ancak
klinik belirtilerin ortaya ¢ikmasinin nedeni graniilomatéz yanginin neden oldugu

"kollateral hasar" olarak kabul edilir (Sweeney, 2011).

Graniilomatoz yangisal yanit, Ozellikle ince bagirsakta ve iliskili lenf
diigimlerinde mukozal yapiy1 ve islevi bozarken, MAP yiiklii makrofajlar1 bagirsak
ve bagirsakla iliskili lenfoid doku ile sinirlamaya hizmet eder. Bu siirecle, MAP ve
konagi, disaridan higbir hastalik belirtisi olmaksizin uzun yillar bir arada var olabilir,
Ancak MAP kontrol altina alinmasma ragmen o6ldiiriilmez. Zamanla ve yeterince
acikliga kavusturulamayan nedenlerle enfeksiyon bir iist seviyeye tasinir. Enfeksiyonu
kontrol altina almakla sorumlu olan hiicre aracili bagisiklik azalmaya ve enfeksiyon
daha hizli ilerlemeye baslar. Enfeksiyonun bu "kontrol" kaybi, genellikle makrofaj
aktivasyonu (gamma interferon) ile iliskili sitokinlerin baskin oldugu Thl tipi bir

bagisiklik tepkisinden spesifik hiicre aracili bagisikligin azalmasiyla birlikte antikor
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liretiminin baslamasiyla iligkili olan IL-4 ve IL-10 gibi sitokinlerin baskinlig1 ile
karakterize Th2-tipi bir bagisiklik tepkisine gecis ile iligkilidir (Stabel, 2000a; 2000b;
Sweeney ve ark., 2000). Bagisiklik yanitindaki degisimin nedeni veya tetikleyicisi
bilinmemektedir, ancak ortaya ¢iktik¢a enfeksiyon daha hizli ilerler (Sweeney, 2011).

Enfeksiyonun bu bagisiklik “kontrol” kaybiyla, enfekte hayvanin digkisinda
giderek artan miktarlarda MAP goriilmeye baslar ve MAP etkenleri uterusa
(transplasental yolla yavruya geger), meme bezlerine, kas dokusuna ve diger i¢

organlara yayilir (Sweeney ve ark., 1992; Streeter ve ark., 1995).

Bu asamada, hayvan hala herhangi bir klinik hastalik belirtisi géstermiyor
olabilir ve cogu durumda ELISA ile saptanabilen antikorlarin gelisimi, diskidan etken
atimi1 baslayana kadar gergeklesmez (Sweeney ve ark., 2006). Ancak klinik belirtiler
ve antikor gelisimi tespit edilmedigi durumlarda bile siit verimi ve infertilite yoniinden
olumsuz etkilerin goriilebilecegini gosteren ¢alismalar da mevcuttur. Diskiyla etkenin
atildig1r ve antikorlarin gelistigi enfeksiyonun subklinik evresinde siit ve ilireme
kondiisyonlarinda verim kayb1 olustugu agikca belli olmasina karsin siit iireticilerinin

bunu farketmesi olduk¢a zordur (Gonda ve ark., 2007; Nielsen ve ark., 2009).

MAP'n diskiyla atilmasi ve serum antikorlariin tespit edilebilir olmasindan
sonra Paratuberculosis’in belirgin klinik belirtileri ortaya ¢ikar. Enfeksiyonun
baslangicindan MAP"n ilk tespit edilebilir digk: ile etken atimina kadar gecen siire
oldukca degisken oldugu gibi (genellikle 2 yildan fazla) asemptomatik olarak digki ile
etken atimi agamasinin siiresi de oldukca degiskendir. Baz1 hayvanlar, ilk digk: ile
etken atilimindan sonraki 6 ay i¢inde hizla klinik asamaya gegerken, bazi hayvanlarda
asemptomatik diski atilimi, klinik hastaliga ilerlemeden birka¢ yil devam eder

(Sweeney, 2011)

MAP enfeksiyonu ilerledikce bagirsaklardaki ve mezenteriyel lenf
diigiimlerindeki lezyonlar daha siddetli hale gelir. Fokal veya multifokal lezyonlardan
ziyade graniilomatoz tarzdaki infiltrasyonlar, jejunum, ileum, sekum ve daha az olarak
da kolonu etkileyerek diffiiz hale gelir. Ince bagirsagin, dzellikle ileumun serozast,

masif hiicresel infiltrasyon nedeniyle kalinlasir ve bagirsak villuslar kiitlesir, kisalir
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ve kalinlasarak absorptif etkinliklerini azaltir. Graniilomatéz lenfadenit,
lenfangioektazi ve bagirsak liimenine fistiillesmesi nedeni ile laktallerin yirtilmasina
neden olur. Sigirlarda, MAP organizmalariyla yiiklii makrofajlar genellikle lezyonlar
i¢inde bol miktarda bulunur (Zurbrick ve ark., 1988). ileum merkezli graniilomatdz
yangi, ayni zamanda diger ince ve kalin bagirsak bdliimlerini de kapsayarak,
malabsorpsiyon, diyare ve protein kayipli enteropati sebebiyle hipoproteinemiye
neden olur. Sigirlarda ayirt edici klinik belirti sulu “boru akintisi” tarzindaki ishaldir.
Diskida gozle goriiliir kan veya mukus yoktur ve tenesmus gozlenmez. Sulu diskiya
ragmen, susuz kalinmaz, ¢iinkii artan digki miktarina gore kaybedilen suyun telafisi
icin artan su tiiketimi olusabilir. Hayati belirtiler normaldir ve hayvanin istahi

hastaligin son agamalarina kadar iyi kalir (Sweeney, 2011).

Bazi1 durumlarda, hastaligin erken klinik asamalarinda digki birkag hafta veya
ay boyunca normal kivamina donebilir ve ardindan ishal tekrar baslayabilir.
Paratuberkiiloz hastaliginin klinik belirtileri dogum stresi ve erken laktasyonun
ardindan siddetlenebilir, ancak deneysel olarak kortikosteroid uygulamasiyla klinik
belirtileri hizlandirmaya yonelik girisimler genellikle basarili olamamustir. Kilo kayb1
genellikle ishale eslik eder ve plazma protein konsantrasyonu diistiikk¢e, 6zellikle
gbgiis bolgesi veya submandibuler alan (“sise ¢ene”) gibi bolgelerde deri alti 6dem
gelisebilir. Siit tiretimi% 20 veya daha fazla azalir ve son asamalarda neredeyse sifir
olabilir. Hastaligin bu ileri evresinde, MAP organizmalarinin bagirsak dis1 bolgelere
metastazi siklikla meydana gelir ve bu vakalarin % 40 veya daha fazlasinda intrauterin
fetal enfeksiyon meydana gelir. Klinik belirti gdsteren hayvanlar tarafindan MAPmin
biiylik miktarlarda diski ile sagilmasi énemli ¢evresel kontaminasyona neden olur.
Tipik klinik belirtiler fark edildikten sonra ¢ogu hayvan itlaf edilir, ancak siiriide
kalmasina izin verilirse hayvan kaseksi ve dehidrasyon nedeniyle agoniye girer ve oliir

(Sweeney, 2011).

Koyunlarda MAP enfeksiyonunun patogenezi ve ilerlemesi iyi ¢alisilmistir.
Sigirlarda oldugu gibi, enfeksiyonun yagamin erken donemlerinde ortaya ¢iktigi ve
kuzularin oldukc¢a duyarli oldugu diisiiniilmektedir. Bununla birlikte, sigirlarda oldugu
gibi, yasa bagli diren¢ ile yogun MAP maruziyetinde bile hastaligin iistesinden
gelinebildigi gorilmektedir. Rutin iiretim kosullar1 altinda yetistirilen dogal MAP

13



enfeksiyonuna maruz kalan koyunlarda ince bagirsak ve mezenterik lenf digiimii
biyopsilerini igeren yeni bir c¢alisma, siirekli veya tekrarlanan etkene maruz
durumunda 9 ay ile 36 ay arasinda sabit bir oranda yeni enfeksiyonlar meydana
geldigini gostermistir. Koyunlarda, lenfositik infiltrasyon ve az sayida aside direngli
bakteri ile karakterize edilen paucibasiller bir enfeksiyon formu tarif edilmektedir. Bu
enfeksiyon sekli, MAP enfeksiyonunun hiicre aracili bagisiklik kontroliinii
destekleyen Thl tipi bir bagisiklik tepkisi ile iligkilendirilmistir. Paucibasiller
enteritisli koyunlar, multibasiller enterite (¢cok sayida aside direncli organizmalar,
makrofajlar ve graniilomatdz reaksiyon veya lepromatéz form ile karakterize)
ilerleyebilir veya bazi durumlarda iyilesebilir (Dennis ve ark., 2011; Perez ve ark.,

1999).

Etkenin tespitinden sonraki 6-12 ay igerisinde zaman zaman siddetli zaman
zaman ise hafif ya da paucibasiller enfeksiyonlar gozlenir. Baz1 koyunlar, 6zellikle M.
avium subspecies paratuberculosis enfeksiyonunun erken evrelerinde enfeksiyonu
gecici veya hatta kalict olarak temizleyebilmesine ragmen, klinik belirtiler genellikle
siddetli multibasiller enteritin gelismesini takip eden aylarda belirgin hale gelir
(Dennis ve ark., 2011). Mortalite %5-15 arasinda seyretmekte olup morbidite gevre

sartlarina gore degiskenlik gostermektedir (Begg ve Whittington, 2010).

Paucibasiller enfeksiyonda baskin olan hiicre tipi lenfositler olup, t-helper 1
aracili giiclii hiicresel immun yanittan sorumludur (Clarke, 1997). Multibasiller
enfeksiyonda ise baskin olan hiicre tipi makrofaj agirlikli olup t-helper 2 aracili
humoral yanittan sorumludur ve bu lezyonlarda hiicresel yanitin zayif oldugunu
gosterir. Asemptomatik tipte ise immun yanit paucibasiller ile enfeksiyon yoniinden

negatif olan hayvanlarin arasindadir (Dennis ve ark., 2011).

2.1.4. Klinik Bulgular

Enfekte hayvanlar klinik semptomlarina, digkidaki bakteri miktarina ve
hayvanlarin verdikleri immunolojik cevaba gdre 4 gruba ayrilirlar (Whitlock ve

Buergelt, 1996):
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1. Sakin form

2. Subklinik form

3. Klinik form

4. Tleri klinik form

Sakin formda klinik belirti, kondisyon ya da kilo kaybi gibi belirtiler
bulunmamaktadir. Digkida bakteri veya kan dolagiminda bakteriye kars1 antikor tespit
edilememektedir. Hastalik ancak interferon gamma (IFN-y) yanit testi ile tespit

edilebilir (Chiodini ve ark., 1984; Whitlock ve Buergelt, 1996).

Subklinik hastalik formunda hastaliga ait klinik bulgular goriilmemektedir.
Ancak hayvanin diskisinda az miktarda bakteri bulunabilmekte, kan dolagiminda
hiicresel ve humoral immun yanita ait bulgular tespit edilebilmektedir (Whitlock ve

Buergelt, 1996).

Hastaligin klinik formunda en belirgin bulgu; hayvanlarina normal yem
alimlarina karsin kilo kaybetmeleridir (Stehman, 1996). Sigirlarda goriilen belirtilere
karsin kegilerde ishal nadiren goriilmektedir (Manning ve Collins, 2001). Bu asamada
bakteriler tipik olarak diskida goriiliir. Hayvanlarda genellikle MAP’a kars1 olusmus
antikorlar mevcuttur. Eger bu asamadaki hayvanlar itlaf edilmezlerse hastalik 4.

asamaya gecer (Whitlock ve Buergelt, 1996).

Hastaligin ileri klinik formunda hayvanlarin derilerinde pullanmalar, killarinda
cansiz gorlinlim ve ilerleyen zayiflik, dehidrasyon, submandibular 6dem, anemi ve
depresyon goriiliir. Enfeksiyonun bu asamasinda yumusak diski veya ishal goriilebilir

(Chiodini ve ark., 1984; Whitlock ve Buergelt, 1996).
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2.1.5. Makroskobik Bulgular

Paratiiberkiilozis hastaligindaki makroskobik lezyon, ileum, sekum ve
proksimal kolonun kronik, segmental kalinlagmasidir. ileosekal valviil bolgesi
genellikle etkilenir. Etkilenen segmentler, genellikle birden fazla {ilserasyon odagiyla
birlikte degisken sekilde kalinlagsmais, piiriizlii, burusuk bir mukozaya sahiptir ve dilate
ya da kalinlagmis serozal lenf damarlar1 yaygin sekilde gozlenir. Kalinlasmasi belirgin
olan segmentlerdeki kivrimlar ¢ekmeyle diizelmez. Goriilen kalinlasma bagirsagin
mukoza ve submukozasinda kronik yangisal hiicrelerin birikmesi ve ddemden ileri
gelmektedir. Kegilerde bahsedilen bu kalinlagsmalarin daha az siddetli halleriyle
kecilerde nadiren ve siddetli hastalik durumlarinda karsilasilir, cogunlukla nekropside
rastlantisal olarak goriiliir ve ¢ogu zaman gdézden kagar. Mezenterik lenf diiglimleri
siskin, solgun ve o6dematozdiir. Kiiciik ruminantlarda bagirsaklar bazen belirgin
derecede kalinlasir, lenfatikler ise kordon benzeri kalinlagsmalar gosterir. Kegilerde
noduler tarzda bagirsak lezyonlari ve lenf diiglimlerinde kazeifikasyon ve
mineralizasyon odaklar1 goriilebilir. Etkenin pigmentli susu ile enfekte olan
koyunlarda mukoza ve lenf diigiimleri turuncu olabilir. (Brown ve ark., 2006; Gelberg,

2017; Olsen ve ark., 2002)

Lezyonlar en belirgin olarak ileumun distalinden ileosekal valvule kadar olan
bolgededir. Cok az vakada kalin bagirsak lezyonlar1 bildirilmis ve duodenumda lezyon
goriilmedigi kaydedilmistir. Baz1 deneysel ¢alismalarda ilging olarak duodenumdan
aniise kadar siddetli lezyonlarin goriildiigii de kaydedilmistir. Intestinal mukoza
diizensiz yiizeyli ve kalinlasmis olup subserozal lenfatikler belirginlesmis ve dilate
durumdadir. Iskelet kaslar1 ve yag dokusu atrofisi de belirgindir. Baz1 vakalarda
alopesi, endokardiyal ya da aortik kalsifikasyon belirlenmistir. Goriilen klinik
vakalarin bagirsak lezyonlarinin histopatolojik siddetiyle uyumlu olmadigim

belirtmistir (Chiodini ve ark., 1984).

2.1.6. Mikroskobik Bulgular

Hafif siddetteki lezyonlarda villoz lamina propria ve lenf diigiimlerinin

parakortikal boliimlerinde tek tiik Langhans tipi dev hiicreleri goriiliir. Orta siddetteki
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lezyonlarda lamina propria ve submukozada, lenf diigiimlerinin subkapsular sinuslar1
ve parakortikal alanlar1 ve karacigerde kiiciik gruplar halinde makrofajlar ve Langhans
tipi dev hiicreleri goriiliir. Siddetli lezyonlar ¢cok sayida makrofaj ve Langhans tipi dev
hiicrelerinin mukoza, submukoza, kas katmani ve serozada yayilmasiyla olusur.
Villuslar kiitlesmis, kript epitelleri notrofiller ve mukoid materyal nedeniyle
genislemistir. Lenfatikler ve lenf folikiilleri genislemis ve yangilidir. Bununla birlikte
genisleyen villus laktealleri zaman zaman bagirsak liimenine dogru fistiillesmistir.
Peyer plaklar1 yangisal hiicre infiltrasyonlariyla cevrelenir ancak her zaman
infiltrasyon olmaz. Mezenterik sinir ganglionlar1 bazen eozinofil 16kositlerle ¢evrili
olabilir; bu durum ishale kars1 sekillenen asir1 duyarlilik reaksiyonu nedeniyle olabilir.
Orta ve siddetli lezyonlarda pleomorfik ve poligonal sekilli, sitoplazmalarinda kdpiik
sekilli vakuoller bulunduran ve “histiyositik” diye tabir edilen, epitel hiicrelerinin
arasinda bulunan ig sekilli, uzun ve sarmal yapidaki hiicrelerin bulundugu
belirtilmektedir. Ziehl-Neelsen boyamalar1 hafif lezyonlarda az sayida intraselliiler
organizma icerir ancak bu sayilar lezyonlar siddetlendik¢e artar. Kazeéz nekroz ve
iilserasyon genellikle goriilmez. Mikroskobik granulomlara bazen karacigerde ve
hepatik lenf diiglimlerinde rastlanabilir. Timusdaki lenf nodlarinda deplesyon
belirgindir. Kalp ve aortadaki arteriosklerozis lezyonlar1 nadirdir (Brown ve ark.,

2006; Clarke, 1997; Gelberg, 2017; Haziroglu ve Milli, 2001).

Hastaligin histopatolojik lezyonlar1 kecilerde goriilen Mycobacterium leprae
enfeksiyonu ile benzerdir. Tiiberkiiloid formunda az sayida asit fast bakteriyle beraber
cok sayida lenfosit, fokal makrofaj agregatlarinin etrafini sarmistir. Bu form giiglii
hiicresel immun yanitla iligkilidir. Lepromat6z form ise gii¢lii humoral immun yanitla
iliskilidir ve lezyonlar ¢ok sayida asit fast bakteriyle yiiklii diffuz makrofaj
infiltrasyonlar1 igerir. Siddetli formlarin arasinda intermedier form ve “borderline
form” bulunur. Tiiberkiiloid lezyonlar1 olan subklinik hayvanlarin bireysel olarak
gosterdikleri klinik formlar ya az sayida etken iceren borderline tiiberkiiloid form
olarak ya da ¢ok sayida etken igeren borderline lepromatdz form seklinde olabilir
(Sigurdardottir ve ark., 1999). Bazilar1 mineralize olmus kaze6z nekroz odaklari
siklikla mukoza, submukoza, seroza, lenfatikler ve kismen de mezenterik lenf

diigimlerinde goriiliir (Chiodini ve ark., 1984; Clarke, 1997).
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2.1.7. Tam

Paratiiberkiilozisin klinik bulgular1 sigirlarda ¢ok belirgindir ancak koyun, kegi
ve develerde klinik belirtileri ayirict olarak hastaligin taninmasinda yeterli degildir.
Ayrica etkenin izolasyonu ve tani testlerinin dogrulugu bakterinin yapist geregi zorlu
olmaktadir. MAP'nin ortamdaki dayaniklilig1 ve etkili asilarin olmamasi, hastaligin
ciftlik i¢i kontroliinii karmasiklastirmistir. Zaman zaman klinik Paratiiberkiilozis olan
hayvanlarin tedavisi denenir ve degisik tedavi basarilar1 bildirilmistir. Yakin zamana
kadar, MAP’in zoonotik bir etken olmadigi diisiiniilerek Veteriner Hekimler
tarafindan yalnizca bir hayvan patojeni olarak goriilmesi, bu sekilde tedavi
uygulanmas1 ve hastaligin kontroliiniin istege bagli olmast durumu mevcuttu. Ancak
artan sayida kanit MAP ile Crohn hastalig1 arasinda bir baglantt oldugunu one
siirmekte ve bazi lilkeler Paratiiberkiilozis hastaliginin kontroliine bir gida giivenligi

sorunu olarak yaklagsmaya baslamaktadir (Sweeney ve ark., 2012).

MAP enfeksiyonunun tanisinda ¢esitli yontemler mevcuttur. Bunlar (Collins,

2011):

1. Nekropside makroskobik bulgular esliginde histopatolojik degerlendirme ve

Ziehl-Neelsen ile etkenin gosterilmesi

2. Digk1 6rneginden bakteriyel kiiltiir yapilmasi

3. Disk1 6rneginde etkenin DNA’sinin gosterilmesi

4. Siit ve serumda antikor varliginin tespiti

5. Hiicre aracili immun yanitin tespiti

Postmortem tanida kullanilan nekropsi yonteminde hastaliga ait bulgularin
goriilmesi ve sonrasinda uygun sekilde hazirlanan dokularin mikroskop ile
histopatolojik incelemesinde goriilen mikroskobik bulgular, hastaligin tanisina yardim

eder ancak hastaligin kesin tanis1 bu yontemlerle yapilamaz. Ziehl-Neelsen boyama
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yontemiyle etken gdsterilebilir ancak bu sadece etkenin Mycobacterium spp. oldugunu
aci8a cikarir. Etkenin tiir ve sus tayini i¢in bu yontemler yeterli degildir. Hastalikla
ilgili bir¢cok kaynak, makroskobik ve mikroskobik bulgularin hastalig1 isaret edecegini,
hastaligin kesin tanis1 i¢in bakteriyolojik kiiltiir yapilmasi gerektigini belirtmektedir
(Brown ve ark., 2006; Collins, 2011; Gelberg, 2017; Haziroglu ve Milli, 2001).

Diski 6rneginde bakterinin varliginin tespiti érnekte canli MAP'in varligim
dogrulamas1 ve ayrica molekiiler epidemiyolojik amaglar i¢in sus tiplemesine izin
verme avantajina sahiptir. Kiiltiiriin nekropsiye gore yaklasik % 60 daha duyarh
oldugu tahmin edilmekte, teshisin spesifitesinin ise %99 oldugu diisiiniilmektedir
(Sweeney ve ark., 2012). PZR ve antikor saptama yontemlerine gore kiiltiiriin bir
dezavantaji, s1vi kiiltiir sistemleri igin 4-8 hafta ve kati1 ortam i¢in 8-16 hafta olabilen

uzun inkiibasyon siiresidir (Collins, 2011; Englund ve ark., 2002).

MAP DNA’sinin PZR’la tespiti, testlerin yanit siiresi agisindan kiltiire
kiyaslandiginda ¢ok daha avantajlidir. Tamisal duyarlilik ve spesifite kullanilan
yonteme gore degismekle birlikte, ticari PZR kitleri ile kiiltiir yontemine benzer
sonuclar almabilmektedir. PZR digkiyla etken atilim miktarinin tespitinde kiiltiir
yontemiyle uyumlu sonuglar verebilmektedir. Ancak MAP’in PZR’la saptanmasi canli
etken varligin1 gostermemekte ve sus farkliliklarini da tespit edememektedir (Englund

ve ark., 2002).

Serum ve siitteki antikorlarin tespiti, organizmalar tespit etmek icin kullanilan
yontemlere kiyasla biiyiik bir maliyet tasarrufu ile veri miktar1 ve test siiresinde biiyiik
bir avantaja sahiptir. Genel olarak, bu testlerin duyarliligi, MAP'ye kars1 olugan immun
reaksiyon ile smirlidir, burada saptanabilir antikorlar genellikle enfeksiyonun gec
donemlerine kadar ve etkenin diskiyla atilimi baslayincaya kadar iiretilmez. Serum
ELISA'nin duyarliligi, nekropsiye gore % 30 olarak tahmin edilmektedir (Collins,
2011).

Bu test lenfositlerden antijen kaynakli gamma interferon saliniminin in vitro
tespitini ve bu gamma interferon analizini igerir. Hiicre aracili immun yanitin

degerlendirilmesi hastalift MAP’in erken enfeksiyon devresinden itibaren tiim
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enfeksiyon donemlerinde, MAP’ e kars1 antikor olusumu veya fekal atilim baslamadan
once tespit edebilmesi nedeniyle avantajlidir. Ancak maliyetinin ¢cok yiiksek olmasi ve
degisken test sonuglart nedeniyle bu yontem onerilmemektedir (Fernandez ve ark.,

2017; Sweeney ve ark., 2012).

Bir hayvan Paratiiberkiilozis ile uyumlu klinik semptomlara sahipse bahsedilen
tiim testler benzer sonug gostermektedir. Ancak hayvanin veya siiriiniin klinik durumu
ve tedavi ya da hastalik kontrolii sonuglara bagliysa kiiltiirden daha hizli ydtemlerden
biri kullanilmahdir. Siiriide etken ya da hastalik daha 6nce tespit edilmemisse
bakterinin gosterilmesi teshisi dogrulamak icin tercih edilmelidir (Collins ve Manning,

2020; Timms ve ark., 2011).

Koyun, keci ve develerde tanisal testlerin duyarliligi ve spesifitesi sigirlarla
karsilastirilabilir durumdadir. Bu testler, hastaligin klinik belirtilerini gdsteren bir
hayvanda taninin dogrulanmasi i¢in veya siirliden enfekte hayvanlarin ayrilmasi ve
hastalik eredikasyonu i¢in kullanilabilir. MAP koyun suslarinin in vitro kiiltiirde
yetistirilmesi zordur, etkenin kiiltiirde iiremesi bazen aylar siirebilir, hatta bazen etken
besiyerinde lireme gdstermeyebilir. Bu nedenle kiiltiir denemelerinden elde edilecek

negatif sonuclar tartismalidir (Collins ve Manning, 2020; Timms ve ark., 2011).

2.1.8. Tedavi

Paratiiberkiilozis hastaliginin bilinen kesin bir tedavisi yoktur ancak bazi
kemoterapoétiklerle hastaligin klinik bulgular1 azaltilabilir (Fecteau ve Whitlock, 2011;
St Jean, 1996).

Et veya siit verimi gibi ekonomik amagclarla yetistirilen ruminantlarda
hastaligin  klinik bulgularinin azaltilmasi igin yapilacak semptomatik tedavi
girisimleri, ekonomik degeri i¢in beslenen hayvanlarin yetistiriciye olan masrafinin
artmasina sebebiyet verir. Bunun yani sira, tedavide kullanilacak olan ilaglardan olan
antibiyotiklerin et, siit, semen vb. {iriinlere gegmesi nedeniyle, zaten diisiik verimde
alinan iriinlerin hi¢ kullanilamamasina neden olur. Ayrica bazi iilkelerde (6rn; ABD)

gida amacli iiretimi yapilan hayvanlarda, bu ilaglarin kullanimi yasaklanmistir. Bu
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nedenle yetistirici ve Veteriner Hekim tarafindan isletme hayvanlarinda tedavi
amaciyla bu tip girisimler siklikla tercih edilen uygulamalar degildir (Fecteau ve

Whitlock, 2011).

Hobi veya spor gibi (6rn; rodeo vb.) gayriekonomik olarak ya da genetik degeri
i¢cin beslenen ruminantlarda semptomatik tedavi girigsimleri siklikla uygulanmaktadir.

Bu amagla birden fazla kombinasyon onerilmektedir (Fecteau ve Whitlock, 2011).

Bakterinin intraselliiler iireme 6zelligi nedeniyle kullanilan ilaglarin bu
minvalde secilmesi 6nemlidir. Dogal ve deneysel Paratiiberkiilozis enfeksiyonlarinda
izoniazid, rifampin, aminoglikozidler ve dapsone gibi antimikrobiyal ilaglar
denenmistir. Aminoglikozidlerin MAP dahil olmak {izere bazi Mycobacterium
tiirlerine etki ettigi bildirilmistir. Bu amagla gentamisin, kanamisin ve streptomisin
gibi aminoglikozidler 6nerilmektedir. Yakin zamanda yapilan in vitro ¢aligmalarda
siklosporinlerin etkisi gosterilmistir (Collins ve Manning, 2020; Fectau ve Whitlock,

2011).

In vitro arastirmalar anti-tuberkuloz (ethambutol, izoniazid vb.) ve lepraya
(dapsone, klofazimin vb.) karst kullanilan ilaglarmin etkinliginin diisiik oldugu hatta
MAP’1in bunlara direngli oldugunu, buna karsin azitromisin ve klaritomisin gibi
makrolid gruptaki antibiyotiklere kars1 etkenin duyarli oldugunu bildirilmistir (Collins
ve Manning, 2020).

MAP ve Crohn’s hastalig1 arasindaki iliski nedeniyle Crohn’s hastaligi iizerine
kullanilan beseri ilaglar MAP iizerinde de denenebilir ancak gida amacli yapilan
yetistiricilikte, ilaglarin tirlinlerde kalint1 yapabilecegi géz 6niinde bulundurulmalidir

(St Jean, 1996).

2.1.9. Koruma ve Kontrol

Paratiiberkiilozis tedavisi olmayan bir hastaliktir. Siiriide yapilan ELISA
taramasi sonucu etken pozitif ¢ikan hayvanlar siirliden ayrilmali, pozitif hayvanlar

kesime gonderilmelidir (Collins ve Manning, 2020).
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Siirtilerdeki ¢cogu hayvanin Paratiiberkiilozis etkeniyle erken yasta enfekte
oldugu varsayilmaktadir. Bu nedenle kontrol programlar1 yavru ile yetiskin hayvan
arasindaki direkt ve indirekt bulagsma yollarina yonelik yapilmalidir. Yavru ve yetiskin
padoklart ayr1 tutulmalidir. Dogum esnasinda yavrunun maternal diskiyla temasi
onlenmelidir. Kolostrum pastorize edilmelidir. Siit direkt emdirilmemeli, bunun yerine
biberonlar kullanilmalidir. Siit tanki kullanilmamali, birden fazla hayvanin siitleri
karigtirtlmamali, yenidogan beslenmesinde hastaliktan ari oldugu kesin bilinen
hayvandan alinan siit kullanilmalidir. Bunun yaninda bazi1 ¢alismalar enfekte siitiin
etkenden arindirilmasi i¢in ¢esitli yontemlerin kullanilabilir oldugunu gostermektedir.
Yavrular ve yetiskinler arasinda indirekt bulagma ihtimali engellenmelidir. Yavrular 1
yasina gelmeden siirliye karistirilmamalidir (Chiodini ve ark., 1984; Collins ve

Manning, 2020; Donaghy ve ark., 2009; Marquetoux ve ark., 2018).

2.1.10. Asilama

Paratiiberkiilozis i¢in diinyada yaygin olarak kullanilan bir as1 yoktur. Onceden
kullanilmakta olan canli agilar giinlimiizde tercih edilmemektedir. Son yillarda
Paratiiberkiilozis i¢in as1 gelistirme ¢alismalar1 yapilmaktadir; baz1 Avrupa iilkeleri ve
Avustralya’da keci Paratiiberkiilozis’ine karst bir asi mevcuttur. Asi inaktif
Mycobacterium avium paratuberculosis 316F susunu icermektedir; digkidaki etken
sayisini ve hayvan sayisi bazinda klinik Paratiiberkiilozis’in goriilmesini azalttig
bildirilmistir (Collins ve Manning, 2020). Asinin siiriideki enfekte ke¢i oraninina etkisi
bilinmemektedir. Bunun yaninda hastaliga yakalanmay1 onleyemedigi, tam koruma
saglamadig1 ve diskida, agiya ragmen etken bulunmasi nedeniyle etkinligi tartismalidir
(Windsor, 2013). Bakteri hiicre zar1, rekombinant antijen, canli atteniie mutant gibi
materyaller kullanilarak bazi as1 denemeleri yapilmaktadir ancak heniiz bunlardan

hicbiri ticari kullanim asamasinda degildir (Lybeck ve ark., 2020).

2.2. Mannoz Baglayic1 Lektin (Mannose Binding Lectin-MBL)

Enfeksiyonlara kars1 organizma mikrosirkiiler ya da vaskuler yanit, hiicresel
yanit ve humoral yanit olmak iizere 3 farkli yanit verir. Bu yanitta dogal bagisiklik ve

kazanilmis bagisikligin 6nemi biiyiiktiir. Organizmaya giren yabanci etkenlere karsi
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gelistirilen bazi1 Onlemler vardir. Bunlar, epitelial bariyer, ndtrofilik yanat,
mononiikleer fagositik yanit, dogal 6ldiiriicii (natural killer) hiicreler ve yabanci etkeni
taninir hale getiren bir dizi proteinli maddeleri gibi komponentleri igerir. Hiicresel
savunmadaki basamaklar taninma, yutulma ve mikrobik 6ldiirme seklinde seyreder. O
nedenle viicuda giren yabanci etkenin taninmasi en 6nemli asamadir. Bu asamada
etken cesitli protein ve karbonhidrath bilesiklerden olusan maddelerle kaplanarak
viicut i¢in taninir hale getirilir. Bu olaya “opsonizasyon” adi verilir (Colak, 2015).
Opsonize edilmis etkenler bir dizi proteinli maddelerden olusan komplement sistem
adi1 verilen bir sistemin uyarilmasina yol agar ve bu da vaskuler, hiicresel ve humoral
yanitlar1 yeri ve zamanina gore baslatir. Bu kompleman sistemin uyarilmasi klasik yol,
alternatif yol ve lektin yolu olmak iizere 3 sekilde olur. Lektin yolu Mannoz Baglayici
Lektinin (MBL; Mannan Baglayici Lektin, Mannoz Baglayici Protein)
mikroorganizmalarin hiicre zarinda bulunan sekerli komplekslere baglanmasiyla
baslar (Van Kooyk, 2008). MBL yapisal olarak kollagen ve kollektin adindaki bir
lektinden olusur. Antikor yanitindan bagimsiz olarak, maya, mantar, bakteri ve virus
gibi bircok patojenin yiizeyindeki N-asetil-D-glukozamin, mannoz, N-asetil
mannozamin, L-fruktoz ve glukoza spesifik olarak baglanarak onlarin makrofajlar
tarafindan fagositozunu sagladigindan dolay1 bir opsonin olarak goérev yapmaktadir
(Dambuza ve Brown, 2015; Gupta ve ark., 2008). MBL baglayan bu sekerler genellikle
memeli hiicre yiizeylerinde bulunmamaktadir. MBL akut faz reaksiyonunu olusturan
proteinli yapilardan biridir. Bu nedenle MBL, patojenlerin fagositozunu saglamanin
yaninda c¢ogu zaman komplemani klasik yoldan da aktive ederek bu
mikroorganizmalarin lizisini de saglamaktadir (Gupta ve ark., 2008; Worthley ve ark.,

2006).

2.2.1. MBL’nin Yangidaki Rolii

Lektin yolunun aktive edilmesini MBL ile baglantis1 olan bir dizi serin
proteazlar saglar (Mannose Associated Serine Protease, MASP) (Yuan ve ark., 2015).
Bu serin protazlar MASP-1, MASP-2 ve MASP-3’tiir. Bunlardan MASP-2 MBL ile
birlesir ve komplement aktivasyonunda kilit 6neme sahiptir. Ger¢eklesen bu birlesme
C4 ve C2’yi pargalayip C3 konvertazi olusturur. Bu yol klasik yol ile eszamanli olarak

ilerleyerek membran atak kompleksinin olusumunu saglar. C3 konvertaz ayni
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zamanda, C3’1li pargalayarak anafilatoksin C3a ve opsonik C3b’yi olusturur. Boylece
etkeni bir taraftan opsonize edlerek fagositik hiicreler tarafindan fagositozu
saglanirken diger yandan etkenin lizisi gerceklesir. MASP2 gen mutasyonlar1 ya da
salinnmmin  bozulmasinda ~ MBL-MASP-2  birlesimi  gerceklesmediginden
enfeksiyonlara yatkinlik artar (Jack ve ark., 2001). MBL yetersizligi ile ilgili olarak
yapilan bazi caligmalarda kistik fibrozisli hastalarda Pseudomonas aeruginosa
enfeksiyonun kronik hale geldigi ve diger enfeksiy6z etkenlerin enfeksiyon riskini ve
mortalitesini artirdig1 bildirilmistir (Erken, 2013, Giinesacar ve ark., 2011). Bu
caligmalarin aksine bazi ¢alismalarda ise Mycobacterium tuberculosis ve
Mpycobacterium leprae infeksiyonu bulunan hastalarda yiiksek serum MBL
diizeylerinin enfeksiyon sikligi ile iligkili oldugu gosterilmistir (Guardia ve Lozano,
2003). Bazi arastiricilar serum MBL diizeyir yiksekliginin mikobakterilerin
opsonizasyonu sonucu aktive edilen kompleman aracili fagositozu artirarak etkenin
hiicre i¢inde saklanmasini ve enfeksiyonun devam etmesini sagladigint MBL diizeyi

diisiikliigliniin mikobakteri enfeksiyonlarindan koruyucu olabilecegini belirtmislerdir.

2.3. Osteopontin (OPN)

Osteopontin (OPN), yangisal siirecler sirasinda doku biitiinl{igiiniin korunmasi
veya rejenerasyonu da dahil olmak iizere bir dizi fizyolojik ve patolojik olayda rol
oynayan bir fosforile asidik glikoproteindir (Franzen & Heinegard 1985; Oldberg ve
ark., 1986; Young ve ark., 1990). Sitoplazma ve ¢ekirdekte bulundugu bildirilmistir
(Kahles ve ark., 2014). Hiicre tipine bagli olarak serinler ve treoninler {izerinde yiiksek
oranda fosforile edilebilen, aspartik asit bakimindan zengin, N-bagh glikosile edilmis
bir protein yapisindadir (Scatena ve ark., 2007). OPN, kemik, dentin, sement,
hipertrofik kikirdak, bobrek, beyin, vaskiiler dokular, i¢ kulagin gangliyonlari, safra
ve pankreas duktuslari, bobregin distal tubulleri, bagirsaklar ve ayrica aktive
makrofajlar ve lenfositler dahil olmak iizere cesitli dokulardaki birgok farkli hiicre
tarafindan eksprese edilir (Patarca ve ark., 1989; Giachelli ve ark., 1995; Butler ve
ark., 1996; Weber ve Cantor, 1996; Denhardt ve Noda, 1998; Rittling ve Denhardt,
1999). OPN kemikte, osteoblastik hiicreler tarafindan ¢esitli farklilasma asamalarinda,
farklilagmis osteoblastlar ve osteositler ve ayrica osteoklastlar tarafindan iiretilir

(Zohar ve ark.,1997a, McKee ve Nanci, 1995; Sodek ve ark., 1995, Dodds ve ark.,
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1995). Salgilanan protein, mineralize bag dokularinin matriksine katilmasina ragmen,
bir¢cok durumda kan, siit (laktopontin), idrar (liropontin) ve seminal siv1 dahil olmak
lizere biyolojik sivilarda bulunur (Senger ve ark., 1989b, Hoyer ve ark., 1995, Cancel
ve ark., 1999). OPN ayrica embriyonik stromada ve yara iyilesme bolgelerinde
fibroblastik hiicreler tarafindan eksprese edilir (Giachelli ve ark., 1995). Kronik
yangisal ve otoimmiin hastaliklarda yiiksek oranda eksprese edilen ¢ok islevli bir
molekiildiir ve 6zellikle yangisal hiicrelerin icinde ve g¢evresinde lokalize haldedir.
Monosit-makrofajlarin toplanmasina yardimci oldugu, makrofajlarda, dendritik
hiicrelerde ve T hiicrelerinde sitokin iiretimini diizenledigi diistiniilmektedir. Yangisal
hiicrelerin OPN gorevlendirme islevlerine, baglanma alanlari, 6zellikle de birkag
integrin heterodimeri ile etkilesime giren arginin-glisin-aspartat (RGD) dizisi

araciligiyla aracilik edildigi diistiniilmektedir (Sodek ve ark., 2000).

OPN insanlarda posttranslasyonel olaylar tarafindan kapsamli bir sekilde
modifiye edilen 34 kDa'lik yeni bir protein olarak tek kopyali bir gen tarafindan
eksprese edilir. Memeli ve kus OPN proteinleri insanlarinkine benzer sayida amino
aside sahiptir ancak salgilanan proteinin boyutu, translasyon sonrasi
modifikasyonlardaki farkliliklar ve SDS-PAGE iizerindeki anormal davranis
nedeniyle 44 kDa ila 75 kDa arasinda degismektedir. Protein, aspartik ve glutamik
asit ve serin bakimindan zengindir ve proteinin hidroksiapatite ve kalsiyum iyonlaria
baglanabildigi bir poliaspartik asit motifi ve hiicre baglanmasina aracilik edebilen bir

RGD sekansi igerir.

OPN'nin ekspresyonu, gen transkripsiyonu, mRNA isleme, stabilite ve
translasyon oranini ve ayrica translasyon sonrasi modifikasyonlar: etkileyebilen ¢ok
sayida hormon, sitokin ve biiyiime faktoriinden etkilenir. OPN’nin diizenlenmesi veya
OPN ekspresyonunun regiilasyonu tiim dokularda benzer sekilde olsa da, ayn1 dokuda

bile bazi 6nemli farkliliklar gézlemlenmistir (Scatena ve ark., 2007).

Embriyonik gelisim sirasinda, gastrulasyon evresinde notokordda,
embriyonik/maternal arayiizde ve daha sonra kikirdak yogunlasmasi ve kemik
olusumu bolgelerinde ve bir dizi epitel dokuda eksprese edilir. Bununla birlikte,

embriyonik faz sirasinda OPN ekspresyonunun olmasina ragmen, OPN -/- fareleri
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normal sekilde gelisir ve fertildirler. Yetiskinlerde OPN proteini genellikle kemikler,
bobrekler ve epitelyal ortiiyle sinirlidir. Klinik olarak OPN plazma seviyeleri, Crohn
hastaligi, c¢esitli kanser tiirleri, otoimmun hastaliklar ve obezite dahil olmak iizere
kronik yangi ile karakterize edilen birgok hastalikta yilikselmistir. Ayrica
kardiyovaskiiler hastaliklarin varligi ve yayginhg ile de 6nemli 6lgiide iligkilidir.
Serum OPN proteini konsantrasyonunun, kanser hastalarinda (Senger ve ark, 1989a;
Singhal ve ark., 1997) ve sistemik lupus eritematozus gibi otoimmun hastaliklar1 olan
hastalarda 6nemli derecede artis gosterdigi bildirilmistir. Yapilan bir caligmada,
serumdaki OPN ve kemik sialoproteininin Faktér H'ye sikica baglandigini ve normal
ve kanserli hiicrelerin komplement aracili saldiridan korunmasina yardimci

olabilecegini gostermistir (Fedarko ve ark., 2000).

2.3.1. OPN’nin Yangidaki Rolii

OPN, dolasimdaki monositlerde ekspre edilmez, ancak makrofajlar tarafindan
eksprese edilen en bol proteinlerden biridir ve giiglii bir makrofaj-kemotaktik
uyaricidir. Gergekte, OPN, yangisal reaksiyon sirasinda makrofaj infiltrasyonunu
diizenler gibi goriinmektedir. Farelerde OPN'nin fonksiyonel inhibisyonu ve OPN'nin
genetik ablasyonu, ¢esitli yangi modellerinde makrofaj migrasyonunu biiyiik 6l¢iide
bozar. OPN'nin aktive edilmis lenfositler ve makrofajlar tarafindan sentezi (Patarca ve
ark., 1989) hastalikl1 ve travmatize dokularda OPN varligini agiklayabilir, OPN, aktive
edilmis T lenfositler tarafindan sentezlenen en bol molekiillerden biridir (Weber ve
Cantor, 1996). Farelerde yapilan yara iyilestirme ¢alismalari, OPN'nin, infiltre
l6kositlerde ve diger hiicre tiplerinde ¢ok yiiksek seviyelerde akut yangisal faz
sirasinda eksprese edildigini de gostermektedir. Graniilomatdz yangi lizerine yapilan
calismalar, T-hiicreleri i¢in bir kemotaktif olarak hareket etmenin yani sira, OPN'nin
T hiicrelerinin yapismasini tesvik edebilecegini ve muhtemelen CD3 aracilt bir

cogalma tepkisini biiyiitebilecegini gostermistir (O'Regan ve ark., 1999).

Kronik yangi, makrofajlarin hastalik ve yara bdlgesindeki kaliciligiyla
karakterizedir. OPN -/- farelerinde, granulomatdz yangi ile karakterize hastaliklar,
aterosklerozis, gecikmis tip hipersensitivite dahil kronik yangi ile seyreden

durumlarda makrofaj birikiminde eksiklikler oldugu kaydedilmistir. Bu veriler
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OPNnin kronik yangilarda veya kronik yangi bolgesinde makrofajlarin tutulmasina
neden olabilecegini gostermektedir. In vitro ¢aligmalar OPNnin ovf3z ve CD44
reseptorleri araciligiyla makrofajlardan IL-12 sekresyonunu indiikledigini, IL-10
sekresyonunu inhibe ettigini, tip-1 bagisikligin gelisimine, dolayisiyla kronik
yangilarin olusumuna katkida bulundugu bildirmistir. In vivo ve in vitro yontemlerle
yapilan denemelerde OPN’nin makrofajlarin yabanci cisim dev hiicrelerine
formasyonunu engelledigini belirten ¢alismalar da mevcuttur. Ancak OPNnin bu
sireglerdeki formu, etki ettigi reseptorleri ve sinyal yollarinin bicimleri heniiz

bilinmemektedir(O’Regan ve Berman, 2000; Scatena ve ark., 2007).

Yapilan bu caligmaya; “daha once bazi hastaliklarda etkileri hakkinda 6n
bilgilere sahip olunan OPN ve MBL markirlarinin, bu hastaliklara benzer baska bir
hastaliktaki etkilerinin arastirilmasi” hipotezinden yola ¢ikilmistir. Bu calisma ile
kecilerde granulomatoz yangiyla seyreden Paratiiberkiilozis hastaliginda bagirsak
mukozasindaki OPN ve MBL ekspresyonlar: arastirilarak hastaligin patogenezindeki

rolleri ve birbirileriyle olan iligkilerinin ortaya ¢ikarilmasi amaglandi.
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3. GEREC ve YONTEM
3.1. Gerec¢

Calismanin materyali 2006 ile 2019 yillar1 arasinda Burdur Mehmet Akif Ersoy
Universitesi  Veteriner Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali’na  getirilen ve
Paratiiberkiilozis tanis1 konulmus 23 adet kegiye ait doku bloklarindan olustu. Ayrica
2019 ile 2020 yillar1 arasinda Patoloji Anabilim Dali’na getirilen, bagirsaklarinda ve
mezenteriyel lenf diigiimlerinde histopatolojik olarak lezyon bulunmayan 5 kegiye ait
ince bagirsak ve mezenteriyel lenf diigiimii 6rneklerinden olusan parafin bloklar

calismanin kontrol grubu olarak segildi.

Calismanin materyalini olusturan kecilere ait irk, yas ve cinsiyet bilgileri Tablo

3.1°de gosterilmistir.

Tablo 3.1 Calismanin materyali olarak kullanilan dokularin hayvanlarina ait bilgiler

Nuvn?:l(:am 1\11)111‘12:;):'(;)511 Iric Cinsiyet Yas
1 112/06 Kil Disi 3 Yash
2 198/10 Kil Disi 2 Yash
3 360/11 Kil Disi 4 Yagh
4 62/12 Saanen Disi 3,5 Yagh
5 221/12 Saanen Disi 4 Yash
6 222/12 Saanen Disi 3 Yash
7 447/12 Kil Erkek 10 Aylik
8 257/13 Kil Erkek 3 Yagh
9 258/13 Kil Erkek 8 Yash
10 169/14 Saanen Disi 2 Yash
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Tablo 3.1. (Devam) Calismanin materyali olarak kullanilan dokularin hayvanlarina
ait bilgiler

11 235/14 Kil Erkek 4 Yash
12 296/14 Saanen Erkek 3 Yash
13 322/14 Saanen Erkek 2 Yash
14 205/15 Saanen Disi 5 Yagh
15 271/15 Saanen Disi 3 Yash
16 378/15 Saanen Disi 3 Yash
17 379/15 Saanen Disi 3 Yash
18 184/18 Halep Disi 4 Yash
19 395/18 Kil Disi 4-5 Yash
20 126/19 Kil Disi 3-4 Yash
21 168/19 Kil Disi 4-5 Yash
22 278/19 Halep Disi 1 Yash
23 723/19 Halep Disi 3 Yash
K1 786/19 Kil Disi 3 Yash
K2 21/20 Saanen Disi 3 Yash
K3 54/20 Kil Disi 1 Yash
K4 100/20 Kil Disi 2 Yagh
K5 158/20 Kil Erkek 2 Yash

Calismada kullanilan paratuberkulozlu hayvanlarin 17’si disi (%74) 6’s1
erkekti (%26) ve yaslar1 10 ayliktan 8 yasa kadar degismekteydi. Hayvanlarin 10°u kil
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(%43,3), 10’u Saanen (%43.3), 3’ii Halep (%13,3) k1 kecilerdi. Kontrol grubundaki
kecilerin 4’1 disi 1’1 erkekti ve hayvanlarin ikisi 3, diger ikisi 2, bir tanesi ise 1

yasliydi. Kontrol grubu 4 adet kil, 1 adet Saanen 1rk1 kegilerden olusturuldu.

Tiim doku bloklar1 Leica 2155 rotary mikrotomunda 4-5 pm kalinliginda
kesilerek normal ve Poly-L-lysinli lamlara alindi. Normal lamlara alinan kesitler
hematoksilen & Eozin ve Ziehl-Neelsen yontemiyle boyandi. Poly-L-lysinli lamlara
alman kesitlere ise streptavidin biyotin peroksidaz yontemi uygulandi. Tim
boyamalara iligkin kesitler Olympus BX51 arastirma mikrokobunda incelenerek DP71

goriintiileme sistemi ile mikrofotograflar1 ¢ekildi.

3.2. Yontem

3.2.1. Histopatolojik Yontemler

3.2.1.1.Hematoksilen & Eozin

Hematoksilen & Eozin yontemi uygulanirken standart Harris Hematoksilen
prosediirii kullanildi (Presnell ve Schreibman, 1997). Bu amagla normal rodajli lamlara
alian doku kesitleri, 30’ar dakikalik 3 adet ksilol serisiyle deparafinize ve sonrasinda
%100, %96, %80, %70lik alkol serilerinden gegirilerek rehidre edildi. Suyunu geri
kazanan doku kesitleri 5 dakika Harris Hematoksilen’de boyanip amonyakli sudan
gecirildi ve 1,5 dakika Eozinle boyandiktan sonra distile suda yikandi. Sonrasinda
%70, %80, %96 ve %100’lik alkol serilerinden gegirilerek dehidre edilen doku
kesitleri ksilolde parlatildi, kurutulduktan sonra entellan damlatilarak lamelle

kapatildi.

3.2.1.2.Ziehl-Neelsen

Ziehl-Neelsen metodunda Presnell ve Schreibman’in uyguladigi prosediir
kullanildi (Presnell ve Schreibman, 1997). Normal rodajli lamlara alinan kesitler
deparafinize ve rehidre edildikten sonra karbol fuksin damlatilarak 60°C’lik etiivde 1

saat boyunca inkiibe edildi. Etiivden ¢ikarilip sogumasi beklenen doku kesitleri akan
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suda yikanip asit alkolde dekolorize edildi. Daha sonra Metilen Blue ile karsit

boyamasi yapilan doku kesitleri entellan kullanilarak lamelle kapatildi.

3.2.2. immunohistokimyasal Yéntem

Immunohistokimyasal inceleme igin Poly-L-lysinli lamlara alinan kesitlere
standart ticari streptavidin peroksidaz hazir kiti (ABCAM, UK), iireticinin tarif ettigi
prosediire gore uygulandi. Kesitlerdeki anti-osteopontin ve anti-mannose binding
lectin ekspresyonlarinin gosterilmesi i¢in Anti-osteopontin antibody (ABCAM
ab8448, UK) ve Anti-mannose binding lectin antibody (ABCAM ab203303, UK) ile
etkenin  Mycobacterium tuberculosis’ten ayrilmasi i¢in  kullanilan ~ Anti-
Mycobacterium tuberculosis Ag85B antibody (ABCAM ab43019, UK) antikorlarinin
her biri, Universal Antibody Diluent (ABCAM Ab79995, UK) ile 1/100 dilusyonunda
kullanildi. Bunun i¢in deparafinize ve rehidre edilen kesitler endojen peroksidaz
aktivitesinin dnlenmesi amaciyla 6nce %3liik hidrojen peroksit ile 15 dakika muamele
edildi. PBS ile 2 defa yikandiktan sonra sitrat buffer soliisyonu (pH: 6) kullanilarak
mikrodalga firinda 5’er dakikalik periyotlarda 2 defa kaynatildi. Soguduktan sonra
dort defa PBS’le yikanan kesitler nonspesifik boyanmalarin 6nlenmesi amaciyla 10
dakika antikor blocking soliisyonuna tabii tutuldu. Kesitlere yikama uygulanmadan,
dilue edilen primer antikorlar damlatilarak oda sicakliginda nemli kamaralarda 1 gece
inkiibe edildi. Ertesi giin 4 defa PBS’le yikanan kesitler biyotinlenmis sekonder serum
uygulanarak 10 dakika oda sicakliginda inkube edildi. Kesitler 4 defa PBS’le yikanip
streptavidin peroksidaz ile 10 dakika oda sicaklifinda muamele edildi ve sonrasinda
tekrar 4 defa PBS’le yikandi. Hazirlanmis olan DAB (3,3’-diaminobenzidine)
kromojenle en fazla 5 dakika kontrollii boyandiktan sonra yikanan kesitlere Harris
Hematoksilen kullanilarak karsit boyama yapildi, sonrasinda entellan kullanilarak lam

ile kapatildi.

3.2.3. Molekiiler Yontem

Dokularda etkenin varligin1 belirlemek i¢in daha 6nceden mikrobiyolojik tani
konulmadigindan eldeki bloklar eritilip dokular agiga ¢ikarildiktan sonra in situ PZR

yontemi ile etkene ait genomik yapilarin ortaya ¢ikarilmasi amaglandi. Parafin
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bloklardan elde edilen dokularda etken DNA’sinin izolasyonunda Whittington ve
arkadaslarinin (1999) uyguladig1 protokol tercih edildi (Whittington ve ark., 1999).
Buna gore; once mikrotomun etrafindaki gereksiz veya islem sirasinda
kullanilmayacak olan tiim materyal islem sahasindan uzaklastirildi. Laboratuvar
tezgahi, mikrotom ve mikrotomun demonte edilebilir tiim parcalar1 ksilen ve %
99,611k etanol ile tek kullanimlik kagit havlu yardimiyla detayli olarak temizlenerek
parafin kalintilarindan arindirildi. Her bir doku blogu kesit alinmadan 6nce %99,6’lik
etanol ile silinerek blok kiskacina yerlestirildi. Her bir blokta operatoriin eldiveni ve
mikrotom bicag1r degistirildi. Blok trimlendi, trim artig1 uzaklastirildi. Her bir
trimlenen bloktan Sum’lik 2 adet kesit tek kullanimlik uygulama ¢ubugu yardimiyla
1,5 ml’lik etiivlenmis steril ependorflara alindi. Her kesilen parafin blok sonrasinda

mikrotom bigagi ¢ikarilarak mikrotom yiizeyleri % 99,611k etanolle temizlendi.

Ependorf tiipleri 16000 x g’de 1 dakika santrifiij (Sartarius, US) edildi. Islem
sonunda tiiplerin dibindeki pelet {izerine % 0,5 (v/v) tween 20 (Amresco, Belgium)
ihtiva eden 200 pl steril distile su ilave edildi. Ornekler 1sitic1 blokta (Biosan, UK) 100
°C’de 10 dakika tutuldu, ardindan sivi nitrojende hizlica donduruldu. Kaynatma
dondurma asamasi bir kez daha tekrarlandiktan sonra ornekler 100 °C’de 10 dakika
tutuldu. Siire sonunda ependorf tiipleri 3000 x g’de 20 dakika santrifiij edildi. Siire
sonunda Tlstteki siipernatant steril bir ependorf tlipiine aktarildi ve izole edilen
DNA’lar PZR testinde kullanilincaya kadar -20 °C’de sakland1 (Whittington ve ark.
1999).

3.2.3.1.Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

Parafine gomiilii dokulardan izole edilen DNA 6rnekleri MAP’a spesifik IS900
geninin tespitine yonelik 229 bp’lik 150C (5-
CCGCTAATTGAGAGATGCGATTGG-3", forward primer) ve 921 (5
AATCAACTCCAGCAGCGCGGCCTCG- 3°, reverse primer) primer cifti
kullanilarak daha Once bildirilen test protokoliine (Whittington et al., 1999) gore
konvensiyonel PZR testi uygulanarak amplifiye edildi (Techne, UK ). Negatif kontrol
olarak; DNA’s1iz PZR karisimi, saglikli bir koyuna ait parafine gomiilii bagirsak

dokusundan izole edilen DNA 6rnegi ve histopatolojik olarak tiiberkiiloz pozitif bir
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keciye ait parafine gémiilii akciger dokusundan izole edilen DNA 6rnegi, pozitif
kontrol olarak ise MAP 316F susundan izole edilen DNA 6rnegi kullanildi.
Amplifikasyondan sonra PZR iirlinleri SafeviewTM classic (ABM, Canada) ile
boyanmis %1,5’luk agaroz jelde yiiriitiildii ve UV transilluminatorde (Ilber Lourmat,

France) goriintiilendi.

3.2.4. Semikantitatif Analiz

Alman doku kesitleri asagidaki kriterlere gore skorlanarak semikantitatif
olarak incelendi. Buna gore ince bagirsak boliimlerinde villus atrofisi, nekroz, Peyer
plaklarindaki hiperplazi, lamina propriada mononuklear hiicre infiltrasyonlari, bag
doku proliferasyonu, Langhans Tipi Dev Hiicresi, mineralizasyon, lenfangitis;
Mezenteriyel lenf diigiimlerinde ise sinuzoidlerde genisleme ve yangi hiicresi, lenf
follikiillerinde hiperplazi, nekroz, epiteloid histiyosit varligi ve Langhans Tipi Dev
Hiicresi varlig1 gibi lezyonlar; “0” yok, “+” hafif, “++” orta ve “+++” siddetli olarak

skorlandi.

Bagirsaklardaki lezyon skorlari toplami soldan saga bireyse hastalik siddetini
belirlerken yukaridan asagiya lezyonun siddetine gore lokalizasyonu belirledi. Toplam
skorlar aritmetik ortalamalar gézoniinde bulundurularak 30 ve tistii “siddetli”, 20-30

arasi “orta”, 0-20 aras1 “hafif” olarak belirlendi.

Mezenteriyel lenf diigiimiindeki skor degerleri soldan saga toplanarak lenf
diigimleri en ¢ok etkilenen hayvanlar belirlendi. Bu skorlamaya gbre 15 ve iizeri

“siddetli”, 7-15 aras1 “orta”, 0-7 arast ise “hafif” olarak degerlendirildi.

3.2.5. lstatistiksel Analiz

Histopatolojik veriler ticari SPSS (Statistical Package for the Social Sciences

15.00) paket programi kullanilarak Sample T testi ile degerlendirildi.
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4. BULGULAR

4.1. Mikroskobik Bulgular

4.1.1. Hematoksilen & Eozin

Mikroskobik bakida, tiim ince bagirsak boliimlerinin degisen derecede
etkilendigi ancak ileumdaki lezyonlarin daha siddetli ve hastaligin karakteristik
lezyonlarin1 daha belirgin sekilde sergiledigi gozlendi. Bagirsaklarda goriilen tipik
lezyonlar villus epitellerinde kismen dokiilme, villuslarda atrofi ve fiizyon, lamina
propria’da cogunlugu mononiikleer seri hiicrelerden olusan yangisal agregatlar
seklindeydi. Bu yangisal hiicrelerle birlikte olusan 6dem dolayisiyla lamina
propria’nin basta ileum olmak iizere jejunum ve duodenumda degisen derecelerde
genisledigi goriildi. Hastalikta siirece kript epitellerindeki degisimlerin de katildigi,
bir taraftan villus epitelleri, diger taraftan kript epitellerinin rejenerasyon ¢abalarinin
devam ettigi gozlendi. Mukoza altinda kalan submukozal doku ile birlikte tunika
muskularis’in degisen derecelerde yangidan etkilendigi belirlendi. Bagirsak
mukozasindaki lenfoid dokular yangidaki siddete gore degisen derecelerde
etkilenmisti. Serozadaki yangisal infiltrasyon, 6dem ve hastalifa 6zgili lenfangitis

tablosu biitiin olgularda degisen derecelerde mevcuttu.

Hastaligin diger belirgin bulgusu olan yangimin siddeti, gerceklestigi bagirsak
dokusuyla iliskili olarak, Peyer plaklari ve mezenteriyel lenf diiglimlerinde goriilen
yangisal degisikliklerin siddeti ile bagirsaklardaki yanginin siddetine paralellik
gostermekteydi. Peyer plaklarindaki lenf folikiillerinin hiperplazik olup, folikiiliin
periferinden submukozaya dogru yayilan lenfositik ve histiyositik hiicreler mevcuttu.
Daha belirgin lezyonlar ve hastaliga 6zgii granulomlar, dev hiicre formasyonlari ve
sinuzoidlerdeki genislemeler mezenteriyel lenf diiglimlerinde goriildii. Lenf
follikiilleri Peyer plaklarinda oldugu gibi lenf folikiilleri de hastaligin siddetine gore
hiperplazikti. Zaman zaman baz1 folikiillerin perifollikiiler bolgesinden intersitisyel
doku ve parakortikal sinuslara dogru lenfositik ve histiyositik hiicre infiltrasyonlarinin

gozlendi.
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Hastaligin mikroskobik bulgularinin daha detayli sergilenmesi ve lezyonlarin
siddetiyle yangisal reaksiyonun etkilerinin detayli olarak belirlenmesi amaciyla
bagirsaklar bolimlerine gore ayr1 ayri degerlendirildi. Mezenteriyel lenf diigiimii

lezyonlarinin ise ayr1 degerlendirilerek, elde edilen bulgularin karsilastirilmasi yapildi.

Buna gore bagirsaklar duodenum, jejunum ve ileum olarak {i¢ boliimde

incelendi.
4.1.1.1. Bagirsaklar
4.1.1.1.1. Duodenum

Duodenumun, enfeksiyonun siddetine gore degismekle beraber genelde ince
bagirsaklarin distal bolgelerine gore daha az etkilendigi gozlendi. Duodenumun
liimene bakan boliimiindeki villi intestinalislerin morfolojik goriiniimii ve uzunluklari
normale yakindi. Enfeksiyonun siddetli oldugu bolgelerde villi intestinalislerin
enfeksiyonun siddetiyle dogru orantili olarak degisen derecelerde atrofisi belirgindi,
zaman zaman villuslarin fiizyonu gozlendi. Villi intestinalislerin dig yiiziinii kaplayan
enterositlerin genellikle biitiinliigli korunuyordu. Enterositlerin aralarinda lokalize
olmus Goblet hiicrelerinin belirginlestigi ve i¢lerinin mukusla dolu oldugu, mukusun
enterositlerin iizerini yogun bir sekilde oOrttiigii belirlendi. Enfeksiyonun siddetli
seyrettigi olgularda ise oOzellikle atrofiye ve fiizyone villuslarda enterositlerin
segmental olarak deskuame oldugu belirlendi. Epitel katmaniin hemen altindaki L.
propriada lakteallerin genisledigi ve zaman zaman dilate oldugu fark edildi. L.
propriadaki yangisal hiicre dagilimi olgulara gore degisiklik gostermekteydi. Hafif ve
orta dereceli enfeksiyonlarda lenfosit, plazmasit ve makrofaj infiltrasyonlar1 ile
birlikte yer yer eozinofil 16kositlerin gozlendigi yangisal tablo (Paucibasillar form)
hakimdi (Sekil 4.1.). Baz1 bolgelerde ise ¢ok yaygin olmamakla birlikte epiteloid

histiyosit ve tek tiilk Langhans tipi dev hiicrelerine rastlandi (Multibasiller form).
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Sekil 4.1. Duodenum; villuslarda atrofi ve flizyon (oklar). H&E, X40, 200um Barr.

Submukozadaki Briinner bezleri ¢ogunlukla normal goriilmekle beraber,
intertubuler bolgede hafif lenfosit-makrofaj agirlikli hiicre infiltrasyonlar1 mevcuttu.
Tunika seroza genellikle normal goriinimde olup orta siddetteki vakalarda hafif
intersitisyel 6dem ve lenfangitis tablosu hakimdi. Lenf damarlarinin duvarinda ve
cevresinde lenfosit ve tek tiik plazma hiicrelerinde olusan yangisal hiicre

infiltrasyonlar1 goriildii.

4.1.1.1.2. Jejunum

Jejunumdaki lezyonlarin duodenuma nazaran daha siddetli oldugu dikkati

cekti.

Duodenumda ¢ok az ya da hi¢ goriilmeyen villus atrofisi ve fiizyonu jejunumda
daha belirgindi. Villuslarin yiizeyini orten enterositlerdeki ve kript epitellerindeki
deskuamasyon daha siddetli ve yaygindi. Lamina propriadaki lakteallerin genisledigi,
ltimeni ile ¢cevresinde mononiikleer hiicre infiltrasyonlarinin sekillendigi dikkati ¢ekti

(Sekil 4.3.).
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Lamina proprianin genelinde goriilen yangisal reaksiyonun bazi olgularda
lenfosit, histiyosit ve plazma hiicrelerinden baskin oldugu, arada tek tiik nétrofil ve
eozinofil 10kositik karakterde oldugu goriildii. Baz1 alanlarda ¢ekirdegi kenara itilmis,
pembe-homojen genis sitoplazmali, igerisinde kirintilar olusturan Langhans tipi dev
hiicreleri goriildii. Hiicre infiltrasyonunun ve ddemin artmasi nedeniyle L. propria
jejunumda duodenuma gore daha ¢ok genislemisti. Baz1 vakalarda da L. propriada
bulunan yangisal hiicre infiltrasyonlar1 epiteloid histiyosit yiginaklar1 halinde olup,
arada tek tiik plazma hiicreleri, lenfositler ve eozinofil 16kosit birikimleri seklindeydi.
Langhans tipi dev hiicrelerinin ise say1 ve biiyiikliiklerinin arttig1 belirlendi. Villus
atrofisi ve flizyonun siddetli oldugu vakalarda L. propriada fibroblast ve fibrosit

proliferasyonuna bagl fibroz doku artisinin sekillendigi fark edildi (Sekil 4.2.).

Sekil 4.2. Jejunum, Lamina propriadan serozaya kadar uzanan genis yangi, H&E, X40,
200um Barr.
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Sekil 4.3. Jejunum, lakteallerde dilatasyon (yildiz) ve lamina propriada orta siddette
diffuz mononukleer hiicre infiltrasyonlar1 (oklar), H&E, X100, 100pm Barr.

4.1.1.1.3. ileum

Enfeksiyonun siddetinin en yiiksek oldugu bolge, ince bagirsaklarin son
kismin1 olusturan ileumdu. Villuslarda atrofi ve flizyon, hemen hemen her olguda
mevcuttu. Villus ylizeyini kaplayan enterositler ve goblet hiicreleri tamamen ya da
segmental olarak deskuame olmustu. Epitel katmani altindaki lakteallerde yer yer
genislemelerle beraber bazi olgularda hastaligin lakteallerdeki etkisinin siddeti
lenfangitis ve perilenfangitise kadar degismekteydi (Sekil 4.6.). Kript epitellerindeki
deskuamasyonun bagirsagin onceki bdoliimlerine gore arttigr dikkati c¢ekti. Bazi
kriptlerin kistik dilatasyona ugradigi, limeninde mukusla birlikte dokiilmis epitel
hiicrelerinin bulundugu gozlendi. Lamina propriadaki yangisal hiicre infiltrasyonlar1
jejunumda oldugu gibi iki farkli tabloda kendini gosteriyordu. Bunlardan bazi
olgularda gbzlenen ve nonspesifik subakut enteritis tablosuna benzeyenlerde yangisal
yanitta makrofaj, lenfosit ve plazma hiicreleri baskin olup nétrofil ve eozinofil
l6kositlerin ise tek tiik gézlendigi; subakuttan kronige degisen derecede yangisal hiicre
infiltrasyonu goriilmekteydi (Paucibasiller form). Olgularin cogunda ise bu tablodan

farkli olarak epiteloid histiyositlerin baskin hiicre tipi oldugu, yer yer yiginaklar
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halinde lamina propriada dagilim gosterdigi bir tablo belirlendi (Multibasiller form)
(Sekil 4.4.). Bu hiicrelerin arasinda plazma hiicreleri, lenfositler ve tek tiikk eozinofil

16kosit infiltrasyonlar1 gézlendi.

Sekil 4.4. Ileum, villuslarin apikal bolgelerinde, lamina propriada siddetli epiteloid
histiyosit ve mononukleer hiicre infiltrasyonu (yildizlar), H&E, X100, 100 pm Barr.

Submukozada mukozadaki yangisal degisiklikleri takip eden eslik eden ve
yanginin tipi ve siddetine paralellik gosteren hiicre infiltrasyonlari mevcuttu. Ozellikle
kas demetlerinin arasinda bazi alanlarda hafif, bazi alanlarda ise siddetli, cogunlugu
lenfosit, plazma hiicresi ve histiyositlerden olusan yangisal hiicre kompozisyonlari
hakimdi. Bu hiicreler kas demetleri arasina girerek intersitisyel dokuda degisen

derecede genigslemeye neden olmaktaydi (Sekil 4.5.).
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Sekil 4.5. Ileum, lamina propria ve submukozada 6dem ve yangisal hiicre infiltrasyonu
nedeniyle genisleme (yildizlar), lenfangitis (oklar) H&E, X40, 200pm Barr.

Villus epitelleri ile direkt baglanti icerisinde olan lenfo-epiteliyal dokularin en
onemli kisimlarindan birini olusturan Peyer plaklari, bagirsaktaki enfeksiyonun
siddetine gore degisen derecelerde etkilenmisti. En belirgin patolojik bulgu, lenf
folikiiliindeki hiperplaziydi (Sekil 4.6.). Lamina propriada epiteloid histiyosit varligi
yogun olan olgularda Peyer plaklarinin merkezleri, bazi olgularda da perifolikiiler
bolgelerinde histiyositik infiltrasyonlarinin  belirginlestigi fark edildi. Peyer
plaklarinin cevresindeki alanlarda (parafolikiiler bdlge) ise ¢ogunlugu lenfosit ve
plazma hiicresinden olusan, aralarinda histiyosit ve makrofajlarin da bulundugu hiicre

infiltrasyonlar1 mevcuttu.
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Sekil 4.6. ileum, paucibasiller form, lakteallerde dilatasyon (oklar), Peyer plaklarinda
siddetli hiperplazi (P), H&E, X40, 200um Barr.

Serozada goriilen yangisal degisikliklerin siddeti, L. propriadaki ile paralellik
gostermekteydi. En belirgin lezyonlar pembe-homojen renkli 6dem ile siddetli
lenfangitis ve perilenfangitisti. Hafif olgularda 6dem belirgin olmamakla birlikte
lenfangitis mevcuttu. Siddetli olgularda ise seroza katmani siddetli 6dem ve yangisal
hiicre infiltrasyonlar1 nedeniyle degisen derecelerde genislemisti. Lenf damarlar1 dilate
durumdaydi. Bazilarinin liimenlerinde makrofaj, lenfosit ve plazma hiicrelerinden
olusan yangisal hiicreler mevcuttu. Bazi olgularda ise bu yangisal infiltrat liimeni
tamamen doldurmus durumdaydi. Mezotel hiicrelerinin hemen altinda cep ya da
bombelesme tarzinda, merkezleri iyi kazeifiye, etrafi histiyositik hiicrelerle ¢evrili ve

kimi olgularda mineralizasyon gosteren nekroz alanlarina rastlandi (Sekil 4.7.).
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Sekil 4.7. Ileum, seroza, lenfangitis, lenf damari, duvart ve limeninde granulomlar
(yildizlar), H&E, X200, 50 um Barr.

4.1.1.14. Kontrol Grubu Bagirsaklar:

Kontrol grubundaki bagirsaklar segmental olarak degerlendirildiginde bagirsak
segmentlerinin  hi¢bir katmaninda yangi bulgusu goriilmedi. Mukozadaki
enterositlerde dokiilme yoktu. Submukozada yangisal hiicre infiltrasyonu gézlenmedi.
Lakteallerin geniglikleri normaldi, dilatasyon belirtisi mevcut degildi. Briinner
bezlerinde kistik dilatasyon bulgular1 yoktu. Peyer plaklarinin boyutlari normaldi,
yerlesik lenfositlerin haricinde herhangi bir infiltrasyon bulgusuna rastlanmadi.
Serozadaki lenf damarlarinin liimenlerinin normal geniglikte oldugu degerlendirildi.

Kan ve lenf damarlarinin ¢evrelerinde herhangi bir yangisal infiltrasyon goriilmedi.

4.1.1.1.5. Semikantitatif Analiz

Caligmada kullanilan hastalikli ve kontrol grubu dokularina yapilan
Hematoksilen & Eozin boyama sonuglart histopatolojik olarak incelenerek,
lezyonlarin bagirsak segmentlerine gore yerlesimi ve siddetinin semikantitatif analiz

bulgular1 Tablo 4.1.”de belirtilmistir.
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Tablo 4.1. Olgularda belirlenen lezyonlarin bagirsak segmentlerine gore yerlesimi ve siddetinin semkantitatif analiz tablosu. “0” yok, “+”

hafif, “++” orta ve “+++” siddetli.

LEZYONLAR
OLGU :
VA EN PPH MNHI EH LA BP LDH TLS
NO : . . . . . . : -
D J I D J | 1 D J I D J I D J I D J I D J | I
1 + 4 + ++ +++ S R S = +H+ A+ + +++ 0 + +++ +++ 53
2 0 + ++ 0 0 ++ +++ + + +H+ o+ ++ + + ++ 0 + +++ 0 + + 0 29
3 0 + +++ 0 0 0 +++ + ++ + + +++ 0 ++ ++ + + +++ 0 35
4 + ++ ++ + + ++ ++ + ++ ++ + + ++ + ++ ++ 0 + + 0 0 + 0 28
5 B R T e s +++ ++ B e s A s o S = S ++ ++ + + +++ ++ 54
6 + ++ ++ 0 ++ ++ +++ ++ ++  ++ + ++ ++ ++ ++ +++ 0 + + 0 ++ ++ 0 37
7 + ++ ++ + + +++ ++ + ++ o+ + ++ ++ +H H+ + + + 0 + + 0 34
8 4 ++ +++ T e s = S R I S R 0 +++ 0 56
9 e A e +++ ++ ++ o+ + ++ o+ + ++ 4 + ++ + 49
10 + + +++ 0 0 0 +++ ++ A A ++ ++ ++ +++ 0 0 + 0 0 ++ 0 32
11 + ++ ++ 0 ++ +++ ++ ++ o+ + ++ ++ o+ + + + + ++ ++ 0 41
12 + ++ + + ++ +++ ++ ++  ++ + + +++ + ++ +++ 0 + ++ 0 0 + 0 35
13 + + ++ 0 + ++ ++ + ++ ++ + + + ++ ++ ++ 0 + + 0 + + 0 27
14 e A i e s +++ S R e S e = +  +++ 0 + ++ 0 51
15 + + ++ 0 0 + +++ + ++ ++ + ++ ++ + +++  ++ + + ++ 0 0 + 0 30
16 0 + ++ 0 0 + ++ + ++ o+ + + ++ ++  +++ +++ 0 + ++ 0 0 ++ 0 29
17 + + +++ 0 + ++ +++ ++ ++ o+ + + ++ ++ ++ o+ + + ++ 0 + ++ 0 36
18 ++ A A +++ I T = S S S e A ++ ++ 0 57
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Tablo 4.1. (Devam) Olgularda belirlenen lezyonlarin bagirsak segmentlerine gore yerlesimi ve siddetinin semkantitatif analiz tablosu. “0”
yok, “+” hafif, “++” orta ve “+++” siddetli.

19 S R ++ +++ ++ + A+ N o 4 + ++ 4+ 0 0 0 49
20 + + +++ +++ ++ 4 0 + ++ + + ++ 0 + ++ + 4+ +++ 0 0 0 42
21 + 0 ++ ++ +++ + +++ -+ + ++ ++ ++ 0 + + 0 +++ +++ 0 0 0 42
22 0 ++ 0 + +++ +++ + ++  +++ 0 0 + 0 + ++ 0 + ++ 0 0 0 0 0 0 25
23 0 + +++ 0 + +++ +++ + + ++ 0 0 + 0 + +++ 0 0 ++ 0 0 ++ 0 0 0 24
K1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
K2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0o 0 0 0
K3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0o 0 0 0
K4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0o 0 0 0
K5 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 o0 0 0

TS 24 46 61 18 35 52 65 37 51 65 26 38 54 38 51 64 12 27 44 10 24 46 0 1 6 895

D: Duodenum, J: Jejunum, I: ileum, VA: Villéz atrofi, EN: Epitel nekrozu, PPH: Peyer plaklarinda hiperplazi, MNHI: Monoiiklear hiicre
infiltrasyonu, EH: Epiteloid histiyosit, LDH: Langhans tipi dev hiicresi, BP: Bag doku prolifersyonu, LA: Lenfangitis, K/M:
Kazeifikasyon/Mineralizasyon, TLS: Total lezyon skoru. TS: Toplam skor. Skor degeri 20’lik biiyiitmede, 3 farkli alanda incelenen degerlerin
ortalamasi alinarak yapilmistir.
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Yapilan semikantitatif analize gore, soldan saga total lezyon skoru g6z dniinde
bulunduruldugunda 17 olguda hastalig1 siddetli, 6 olguda ise orta siddette seyrettigi
belirlendi. Hafif siddette olgulara rastlanmadi. Lezyonlarmm en siddetli seyrettigi

lokalizasyon ise tiim bulgularda ileum olarak belirlendi.

4.1.1.2.Mezenteriyel Lenf Diigiimleri

Mezenteriyel lenf diigiimleri bagirsaklarla paralel olarak etkilenmisti. Tim
olgularda kortikal sinuslar ve subkapsular alanlar etkilenmisti. Siddetli olgularda
kapsulanin 6dem ve yangisal hiicre infiltrasyonu sebebiyle genisledigi goriildii (Sekil

4.8.).

Sekil 4.8. Mezenteriyel lenf diigiimii, kapsulada ve devaminda trabekiilde goriilen
yangisal infiltrasyon ve kortikal lenf follikiillerinde hiperplazi, H&E, X100, 100pm
Barr.

Ug olguda kapsula altinda disa dogru protruze olan merkezleri kazeifiye, yer
yer mineralizasyon gosteren etrafi fibroz kapsiille ¢evrili granulomlarla karsilasildi

(Sekil4.9.).
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Sekil 4.9. Mezenteriyel lenf diiglimii, kapsula altinda kazeifiye ve mineralize olmus
granulom. KN: kazeifikasyon nekrozu, ok: Langhans tipi dev hiicresi. H&E X200,
50um Barr.

Kortikal sinuslar olgunun siddetine gore degisen derecede genislemisti.
Siddetli olgularda biriken lenf sivist ve yogun hiicre infiltrasyonlari sebebiyle dilate
durumdaydi. Sinuslarda goriilen yangisal hiicre kompozisyonu lenfosit agirlikli
olmakla birlikte yer yer makrofaj ve histiyositlerden olusturuyordu. Perifolikiiler
alanlar, parakortikal ve medullar bolgedeki lenf folikiillerinin destek dokulari olan
trabekiiller 6dem ve histiyosit-lenfosit infiltrasyonlarindan dolay1 geniglemisti. Bazi
alanlarda fibroblast ve fibrosit proliferasyonu vardi. Bazi alanlar ise trabekiillerin
hyalinize goriiniimde oldugu belirlendi. Kortikal ve parakortikal lenf folikiilleri biitiin
olgularda hiperplazikti. Hafif siddetteki bazi olgularda subkapsular sinuslarda
histiyositozis vardi. Bazi olgularda ise kortikal ve medullar sinuslarda yer yer noduler,
yer yer diffuz epiteloid ve dev hiicre infiltrasyonlariyla karsilasildi. Hafif ve orta
siddetteki olgularda lenf diigtimlerindeki hiicresel infiltrasyon lenfositik-histiyositik
karakterden yogun epiteloid histiyosit, makrofaj ve Langhans tipi dev hiicrelerini
iceren infiltrasyonlara degismekteydi. Kimi olgularda mikroskop sahasinda x40’lik
bliyiitmede sayilar1 2 ile 5 arasinda degisen, parankim igerisine daginik vaziyette,

epiteloid histiyosit hiicrelerin baskin oldugu mikrogranulomlara rastland1 (Sekil 4.10.).
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Sekil 4.10. Mezenteriyel lenf diigiimii, parakortikal bolgede epiteloid histiyosit
kiimelerinden olugan mikrogranulom alanlar1 (yildizlar), H&E, X200, 50um Barr.

Bazi alanlarda ise subkortikal olarak baslayan ve medullaya dogru ilerleyen
kordonlar ya da dbekler halinde epiteloid histiyosit kiimelerinden olusan hiicresel
yigmtilar mevcuttu. Bu hiicre kiimeleri arasinda bazilar tipik bazilar1 atipik formda
Langhans tipi dev hiicrelerine rastlandi. Langhans tipi dev hiicrelerinin yerlesimi
genellikle mikrogranulomlarin ¢evresine dogru olmakla birlikte, sayilar1 ve
biiytikliikleri granulomun boyutlarina gore degismekteydi. Biiyiik alanlar halinde
goriilen granulomlarda Langhans tipi dev hiicreleri daha iri, ¢ekirdekleri eksantrik
yerlesimli ve genis sitoplazmali olmakla birlikte sayica daha fazlaydi. Kiiciik boyuttaki
mikrogranulomlarda ise c¢ekirdekleri az sayida, sitoplazmadaki yerlesimi zaman
zaman merkezi olan ve dar sitoplazmali Langhans tipi dev hiicreleri vardi. Bunlari

epiteloid histiyositlerden ayirmada zorluklarla karsilasildi.

Siddetli olgularda kortikal ve parakortikal lenf folikiillerinde ve kapsula altinda
bagirsak serozasi altindakilere benzer goriiniimde ancak daha genis alanlar1 kaplayan
kazedz odaklar ve mineralizasyonlar belirgindi. Bazi olgularinda lenf damarlarindaki
trombotik Kkitlelerde de kaze6z odaklara rastlandi. Bazilar1 merkezlerinde

mineralizasyon barindan kazedz odaklar; yogun epiteloid histiyosit, makrofaj, plazma
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hiicresi, lenfosit ve Langhans tipi dev hiicrelerinden olusan hiicresel reaksiyonla
cevrelenmis durumdaydi. Bu yapmin etrafi fibroblast ve fibrositlerden olusan

neovaskularizasyondan zengin yapiyla sinirlandirilmisti.

4.1.1.2.1. Kontrol grubu Mezenteriyel Lenf Diigiimleri

Kontrol grubundaki mezenteriyel lenf diiglimlerinin subkapsular, kortikal ve
medullar sinuzoidlerinin genislikleri normaldi. Retikiiler ¢atinin arasinda bulunan lenf
folikiillerinde bosalma yoktu. Trabekiillerde herhangi bir 6dem bulgusu ya da
genisleme s6z konusu degildi. Parakortikal bolgedeki lenfosit miktar1 normal

goriliniiyordu.

4.1.1.2.2. Semikantitatif Analiz

Calismada kullanilan hastalikli ve kontrol grubu dokularina yapilan
hematoksilen & eozin boyama sonuglar1 histopatolojik olarak incelenerek, lezyonlarin
mezenteriyel lenf diigiimlerindeki siddetinin semikantitatif analiz bulgular1 Tablo

4.2.’da belirtilmistir
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Tablo 4.2. Calisma dokularindaki mezenteriyel lenf diigiimlerinin belirtilen lezyonlara
gore semikantitatif skorlamasi. “0” yok, “+” hafif, “++” orta ve “+++” siddetli. SG:
sinuzoidlerde genisleme, YH: yangi hiicresi, LFH: lenf folikiilii hiperplazisi, NEK:
nekroz, MG: mikrogranulom, EH: epiteloid histiyosit, LDH: Langhans tipi dev
hiicresi, TBS: Toplam Bireysel Skor, TLS: Toplam Lezyon skoru. Skor degeri 20’lik
biiyiitmede, 3 farkli alanda incelenen degerlerin ortalamasi alinarak yapilmistir.

ON SG YH LFH NEK MG EH LDH TBS
1 ++ ++ +++ +++ +++ +++ +++ 19
2 +++ + +++ ++ ++ +++ ++ 16
3 ++ ++ +++ 0 ++ ++ ++ 13
4 ++ +++ +++ + ++ ++ + 14
5 +++ ++ +++ +++ +++ +++ ++ 19
6 4+ +++ £ + ++ ++ + 15
7 ++ ++ ++ 0 A L + 11
8 +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ 21
9 +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ 21
10 ++ ++ +++ 0 ++ +++ +++ 15
11 +++ +++ +++ ++ +++ +++ ++ 19
12 +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ 21
13 ++ + ++ 0 ++ ++ + 10
14 ++ + + ++ ++ ++ + 11
15 +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ 21
16 +++ +++ +++ + +++ +++ +++ 19
17 ++ ++ ++ + ++ ++ + 12
18 ++ +++ ++ ++ +++ +++ + 16
19 +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ 21
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Tablo 4.2. (Devami) Calisma dokularindaki mezenteriyel lenf diiglimlerinin belirtilen
lezyonlara gore semikantitatif skorlamasi. “0” yok, “+” hafif, “++” orta ve “+++”
siddetli. SG: sinuzoidlerde genisleme, YH: yangi hiicresi, LFH: lenf folikiili
hiperplazisi, NEK: nekroz, MG: mikrogranulom, EH: epiteloid histiyosit, LDH:
Langhans tipi dev hiicresi, TBS: Toplam Bireysel Skor, TLS: Toplam Lezyon skoru.
Skor degeri 20’lik biiylitmede, 3 farkli alanda incelenen degerlerin ortalamasi alinarak
yapilmistir

20 + ++ ++ ++ ++ ++ ++ 13
21 ++ ++ +++ 0 ++ ++ + 12
22 ++ ++ ++ 0 ++ ++ + 11
23 +++ +++ +++ +++ +++ +++ ++ 20
K1 0 0 0 0 0 0 0 0
K2 0 0 0 0 0 0 0 0
K3 0 0 0 0 0 0 0 0
K4 0 0 0 0 0 0 0 0
K5 0 0 0 0 0 0 0 0
TLS 56 54 61 38 57 59 45 370

Yukaridaki tabloda, yapilan semikantitatif analiz bulgularina gore; soldan saga
toplanarak yapilan total lezyon skoruna gore mezenteriyel lenf diiglimlerinde 14

olguda “siddetli” 9 olguda ise “orta” siddette lezyonlarin sekillendigi belirlendi.
4.1.1.3. istatistiksel Analiz Bulgular

Histopatolojik bulgularin semikantitatif analizi sonuclarinin istatistiksel analizi
yapildi. Ince bagirsaklarda gériilen villoz atrofi, epitel nekrozu, mononukleer hiicre
infiltrasyonlar1 ve epiteloid histiyosit yogunlugu seklindeki lezyonlarin, duodenum-
ileum, duodenum-jejunum, jejunum-ileum arasinda (Tablo 4.3.), ileumdaki epitel
nekrozu-epiteloid histiyosit yogunlugu, mononukleer hiicre infiltrasyonu-Langhans
tipi dev hiicresi arasindaki (Tablo 4.4.) iliski Sample T testi kullanilarak kendi

aralarinda ayr1 ayr1 degerlendirildi. Bunun yanisira mezenteriyel lenf diigiimii ile ileum
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arasindaki epiteloid histiyosit yogunluklari ve mononukleer hiicre infiltrasyonlar

bulgular1 karsilastirmali olarak Sample T testi ile degerlendirildi (Tablo 4.5.).

Tablo 4.3. Bagirsak segmentlerinin semikantitatif skorlamalarinin istatistiksel analizi.

Gruplar D-J D-1 J-1
0,786+0,130 1,321 £0,171 0,536+0,141
Villoz atrofi
P<0,005 P<0,005 P<0,005
0,607+0,148 1,214+0,188 0,607+0,139
Epitel nekrozu
P<0,005 P<0,005 P<0,005
0,500+0,109 1,000+0,126 0,500+0,109
Mn. He. inf.
P<0,005 P<0,005 P<0,005
0,429+0,108 1,000+0,136 0,571+0,108
Epiteloid hist.
P<0,005 P<0,005 P<0,005

*Veriler ortalama+standart sapma seklinde verilmistir.
**D: duodenum, J: Jejunum, I: lleum, VA: Vill6z Atrofi, EN: Epitel Nekrozu, EH: Epiteloid Histiyosit,
Mn. Hc. Inf.: Mononukleer hiicre infiltrasyonu.

Tablo 4.4. [leumdaki semikantitatif skorlamalarin istatistiksel analizi

GRUPLAR ileum P degeri
Ep.nek.-ep.his. 0,071+£0,192 0,713
Ldh-Mn.Hc.Inf. 0,679+0,155 P<0,005

*Veriler ortalama+standart sapma olarak verilmistir. )
**Ep.nek.: Epitel nekrozu, Ep.his.: Epiteloid histiyosit, Ldh: Langhans tipi dev hiicresi, Mn.Hc.Inf:
Mononukleer hiicre infiltrasyonu.
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Tablo 4.5. Mononiikleer hiicre infiltrasyonu ve epiteloid histiyosit semikantitatif
skorlamalarinin ileum ile mezenteriyel lenf diigiimii arasindaki istatistiksel analizi

GRUPLAR Ileum-mld P degeri
Mn.Hc.Inf. 0,393+0,148 P<0,05
Ep. His. 0,178+0,115 P<0,05

*Veriler ortalama+standart sapma olarak verilmistir.
** Ep.his.: Epiteloid histiyosit, Mn.Hc.Inf: Mononukleer hiicre infiltrasyonu, mld: mezenteriyel lenf
digimii.

4.1.2. Ziehl-Neelsen Boyama

Bagirsak ve lenf diiglimlerindeki lezyonlarin asido-resistans bir bakteri olan
MAP yoniinden degerlendirilmesinin yapilabilmesi amaciyla Ziehl-Neelsen ozel
boyama yontemi kullanildi. Mavi zemin iizerindeki parankim dokularin arasinda
yangisal infiltrasyondaki fagositik hiicre sitoplazmalari i¢inde ve nekrotik alanlarda
serbest halde comak ya da kirint1 seklinde, kiigiik gruplar veya yigintilar formunda,
pembeden koyu kirmizi renge degisen renklerde gram pozitif, asido-resistans,
etkenlere rastlandi. Etkenin lokalizasyonu ince bagirsak ve mezenteriyel lenf
diigiimlerinde ayr1 olarak incelendi. Ince bagirsaklarda duodenum, jejunum ve ileumda
goriilen etken tutulumlart mukoza, submukoza ve seroza katmanlarinda ayri ayri

degerlendirildi.

4.1.2.1. Bagirsaklar

4.1.2.1.1. Duodenum

Ince bagirsaklarin ilk béliimii olan duodenumdan alinmis kesitlerin Ziehl-
Neelsen boyamalar1 incelendiginde, etkenlerin lezyonlu bdlgelerde, degisen
yogunluklarda yerlesim gosterdigi tespit edildi. Villuslarin apikal bolgelerindeki L.
propriada daginik halde, baz1 alanlarda tek tiik, bazi alanlarda yiginaklar halinde
etkenlerin varlig1 izlendi. Benzer yapidaki etken boyanmalarina L. propriadaki
yangisal hiicre infiltrasyonlarini olusturan hiicrelerin sitoplazmalarinda da rastlandi.

Pozitif boyanmalar ¢ogunlukla makrofaj, az sayidaki epiteloid histiyosit ve tek tiik
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bulunan Langhans tipi dev hiicrelerinde goriilmekle birlikte, bazi alanlarda tek tiik
notrofil 16kosit sitoplazmalarinda da goézlendi. Submukozada g¢ogunlukla pozitif
boyanmalara rastlanmazken bazi olgularda histiyosit ve makrofajlarin sitoplazmalar1
ve intersitisyel bolgede serbest halde, pembe-kirmizi renkli boyanan etkene ait
yapilara rastland (Sekil 4.11.). Serozal bolgedeki etkene ait boyanmalar L. propria ile
paralellik gostermekteydi. Ozellikle lenf damarlar1 liimeni, duvari ve cevresinde
etkene ait pozitif boyanmalar belirginken mezotel katmanin altindaki gevsek bag

dokuda belli belirsiz etkene ait yapilara rastlandi.

Kontrol grubundan alinan kesitlere yapilan Ziehl-Neelsen boyamalarinda;
hastalikli hayvanlarda etken goriilen yerler kontrol grubunda incelendi. Hastalikli
hayvanlarin ince bagirsaklarinin L. proprialarinda etkenle dolu makrofaj goriiniimleri
kontrol grubu kesitlerinde mevcut degildi. Peyer plaklarinin ¢evrelerinde goriilen
etken dolu makrofajlar kontrol grubunda goézlenmedi. ince bagirsaklarm geneline

bakildiginda asit-fast reaksiyonu gosteren herhangi bir alanla karsilagiimadi.

Sekil 4.11. Duodenum, lamina propriada asit fast reaksiyon pozitif alanlar (oklar).
Ziehl-Neelsen, X400, 20um Barr.
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4.1.2.1.2. Jejunum

Ziehl-Neelsen boyamasi sonucunda tespit edilen etken boyamalari, jejunumda
goriilen histopatolojik lezyonlarin duodenuma nazaran daha siddetli olmasina
paraleldi. Jejunumdaki villus atrofisi ve flizyonu goriilen bolgelerdeki L. propriada
pembe-kirmizi renkli etkenlerin az yogunlukta oldugu dikkati ¢ekti (Sekil 4.12.). L.
propriadaki genisleyen lakteallerin liimeninde ve g¢evresinde bulunan mononiikleer
hiicre infiltrasyonlarindaki hiicrelerin sitoplazmalarinda pozitif boyanmalarla
gosterilen etkenlere rastlandi. Etkene ait yapilar belirgin olarak makrofajlar ve
Langhans tipi dev hiicrelerinin sitoplazmalarinda gozlenirken bazi alanlarda tek tiik
notrofil 16kositlerde de tespit edildi. Yangisal hiicre infiltrasyonu ve 6dem nedeniyle
genisleyen L. propriada yangi hiicrelerinin arasinda serbest halde kimi zaman
yiginaklar halinde, kimi zaman ise bdlgede daginik halde etkenlere rastlandi.
Duodenumda serozal bolgede goriilen etkenler daha yogun vaziyette jejunum

serozasinda da goriilmekteydi.

Kontrol grubundan alinan kesitlere yapilan Ziehl-Neelsen boyamalarinda;
hastalikli hayvanlarda etken goriilen yerler kontrol grubunda incelendi. Hastalikli
hayvanlarin ince bagirsaklarinin L. proprialarinda etkenle dolu makrofaj goriintimleri
kontrol grubu kesitlerinde mevcut degildi. Peyer plaklarinin ¢evrelerinde goriilen
etken dolu makrofajlar kontrol grubunda gézlenmedi. ince bagirsaklarin geneline

bakildiginda asit-fast reaksiyonu gosteren herhangi bir alanla karsilagilmadi.
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Sekil 4.12. Jejunum, lamina propriada asit fast reaksiyon pozitif alanlar (oklar). Ziehl-
Neelsen, X200, 50um Barr.

4.1.2.1.3. ileum

Villuslarin apikal bolgelerindeki L. propriada daginik ve yiginaklar halinde
etkenlerin varlig1 izlendi. Benzer yapidaki etken boyanmalarina L. propriadaki
yangisal hiicre infiltrasyonlarini olusturan hiicrelerin sitoplazmalarinda da rastlandu.
Pozitif boyanmalar ¢ogunlukla makrofaj, epiteloid histiyosit ve Langhans tipi dev
hiicrelerinde  goriilmekle birlikte tek tilk bulunan nétrofil  ldkositlerin
sitoplazmalarinda da goézlendi (Sekil 4.13.). Submukozada hafif derecelerde pozitif
boyanmalara rastlanirken bazi olgularda histiyosit ve makrofajlarin sitoplazmalar1 ve
intersitisyel bolgede serbest halde, pembe-kirmizi renkli boyanan etkene ait yapilara
rastlandi. Serozal bolgedeki etkene ait boyanmalar L. propria ile paralellik
gostermekteydi. Ozellikle lenf damarlar1 liimeni, duvar1 ve g¢evresinde etkene ait
pozitif boyanmalar belirginken, mezotel katmanin altindaki gevsek bag dokuda belli

belirsiz etkene ait yapilara rastlandi.
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Sekil 4.13. ileum, lamina propriada asit fast reaksiyon pozitif alanlar (oklar). Ziehl-
Neelsen, X400, 20pm Barr.

Kontrol grubundan alinan kesitlere yapilan Ziehl-Neelsen boyamalarinda;
hastalikli hayvanlarda etken goriilen yerler kontrol grubunda incelendi. Hastalikli
hayvanlarin ince bagirsaklarinin L. proprialarinda etkenle dolu makrofaj goriiniimleri
kontrol grubu kesitlerinde mevcut degildi. Peyer plaklarinin ¢evrelerinde goriilen
etken dolu makrofajlar kontrol grubunda gozlenmedi. ince bagirsaklarin geneline

bakildiginda asit-fast reaksiyonu gosteren herhangi bir alanla karsilagilmada.

4.1.2.2. Mezenteriyel Lenf Diigiimleri

Histopatolojik degerlendirmede siddetli olgularin mevcut oldugu olgularda
kapsula altindaki ve sinuslardaki hiicre infiltrasyonunu olusturan yangisal hiicrelerden
makrofaj sitoplazmalarinda asit-fast reaksiyonu gosteren etkenlerin yigintilar veya
kiimeler seklinde bulundugu gortildii. Bu olgularin kimisinde epiteloid histiyosit ve
Langhans tipi dev hiicrelerinin bazilarinin sitoplazmalarinda da az miktarda pembe-
kirmizi renkli etkene ait yigntilar vardi. Perifolikiiler ve parakortikal-medullar
alanlardaki trabekiillerde bulunan yangisal hiicre infiltrasyonu elemanlarinin

bazilarinda da pozitif boyanmalar gozlendi (Sekil 4.14.).
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Sekil 4.14. Mezenteriyel lenf diiglimii, lenf folikiiliinlin periferinde asit fast reaksiyon
pozitif alanlar (oklar). Ziehl-Neelsen, X400, 20um Barr.

Kontrol grubunun mezenteriyel lenf diigiimii kesitlerinde asit-fast reaksiyonu
goriilmedi. Hastalik grubunda asit-fast reaktif bolgelerle karsilagtirildiginda, hastalik
grubu lenf diiglimlerinin kortikal, medullar ve subkapsuler alanlarinda ve follikiiler ve

parafollikiiler alanlarda etkene ait yapilara rastlanmadi.

4.1.3. Immunohistokimyasal Bulgular

Immunohistokimyasal metotla yapilan boyamalarda anti-Mannose Baglayici
Lektin ve anti-Osteopontin antikorlarmin ince bagirsaklar ve mezenteriyel lenf
diigimlerindeki salinimlar1 incelendi. Hematoksilen & Eozin ve Ziehl-Neelsen
boyamalarda tespit edilen lezyonlu boélgelerde immunpozitiflikler degerlendirildi.
Buna gore immunopozitif boyanmalar yoniinden duodenum, jejunum, ileum ve

mezenteriyel lenf diigiimleri incelendi.
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4.1.3.1.Anti-Mannoz Baglayic1 Lektin (MBL) Boyanmalar

4.1.3.1.1. Bagirsaklar

4.1.3.1.1.1. Duodenum

Duodenumun liimene bakan yiiziindeki villus epitelleriyle Liberkiihn kript
epitellerinin sitoplazmalarinda hafif derecede immunopozitiflikler tespit edildi.
Dilatasyona ugramig lakteallerin endotellerinde, lakteal ¢evresinde serbest halde ve az
sayidaki histiyositlerin sitoplazmalarinda da hafif derecede immunreaksiyon goriildii.
Lamina propriada bulunan lenfosit, plazma hiicrelerinde ¢ok hafif immunreaksiyon
goriiliirken nétrofillerde ise hi¢c immunopozitiflik gézlenmedi. Lamina propriadaki
diger yangisal hiicrelerden olan ve sayica diger hiicrelere yakin olan histiyositlerin
sitoplazmalarinda ise kuvvetli immunopozitifliklere rastland: (Sekil 4.15.). Briinner
bezlerinde immunreaksiyon ya hi¢ gozlenmedi ya da hafif derecede
immunopozitifliklere rastlandi. Serozada bulunan lenf damarlar1 ve ¢evresi en kuvvetli
immunreaksiyon veren bolgeydi. Lenf damarlarinin endotel katmaninda ve lenf
damar1 c¢evresindeki bag dokuda ile damar liimeni ve ¢evresinde bulunan

histiyositlerde de siddetli immunopozitiflikler mevcuttu.
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Sekil 4.15. Duodenum, lamina propriada anti-MBL siddetli immunopozitif alanlar,
ABC-P, X100, 100pm Barr.

4.1.3.1.1.2. Jejunum

Hematoksilen eozin ve Ziehl-Neelsen boyamalarda tespit edilen alanlar anti-
MBL immunoreaktivite yoniinden incelendi. Jejunumdaki histopatolojik lezyonlarin
siddetine paralel olarak duodenuma gore, anti-MBL immunoreaktivitesinin genel
olarak daha kuvvetli ve daha fazla alanda gozlendigi belirlendi. Villus epitellerinde
segmental olarak goriilen deskuamasyon bolgelerindeki ve saglam kalan
segmentlerdeki enterositlerin sitoplazmalarinda hafiften orta dereceye degisen siddette
immunopozitif reaksiyonlara rastlandi. Jejunumda goriilen nonspesifik subakut
enteritis lezyonlarimin goriildiigli ve Ziehl-Neelsen boyamada etkenlerin tespit edildigi
olgularda histiyosit, makrofaj, Langhans tipi dev hiicresi sitoplazmalarinda orta ve
siddetli derecede anti-MBL immunopozitif alanlara rastlandi. Lenfosit ve plazma
hiicrelerindeyse ya ¢ok hafif immunopozitiflik gézlendi ya da hi¢c immunopozitiflik
gozlenmedi. Lezyonlar1 epiteloid histiyosit yigintilar1 seklinde olan olgularda ise bu
hiicrelerin sitoplazmalarinda lapa tarzinda, siddetli derecede immunreaktivitelere

rastlandi. Benzer siddetteki immunopozitifliklere submukozadaki histiyositik hiicre
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sitoplazmalar1 ile serozadaki lenf damarlar1 liimeni ve cevresindeki histiyosit ve

makrofaj sitoplazmalarinda da rastland1 (Sekil 4.16.).

Sekil 4.16. Jejunum, lamina propria ve submukozadaki anti-MBL siddetli
immunopozitif alanlar (oklar), ABC-P, X100, 100um Barr.

4.1.3.1.1.3. ileum

Enfeksiyonun siddetinin en yliksek oldugu bdlge olan ileumda, ¢ogunlukla
deskuame olan ve az sayidaki saglam kalan villus epitellerinin sitoplazmalarinda
ortadan siddetliye degisen derecede anti-MBL immunreaktiviteleri gozlendi.
Liberkiihn kript epitelleri ve liimene dokiilmiis mukusla karigik hiicresel debrislerde
orta derecede immunpozitifliklere rastlandi. Epitel katmaninin altindaki lakteallere ait
endotellerin sitoplazmalariyla bazal membranlarinda, ayrica lakteallerin liimeni ve
cevresinde gorlilen mononiikleer seri yangi hiicrelerinin  sitoplazmalarinda
immunopozitiflikler tespit edildi. Lamina propriadaki makrofaj, epiteloid histiyosit ve
Langhans tipi dev hiicrelerinde orta dereceden siddetliye degisen immunreaktivite
gozlendi (Sekil 4.17.). Lezyonlarin epiteloid histiyosit yiginaklar seklinde goriildiigii
olgularda diger hiicrelerden belirgin sekilde secilebilen, sitoplazmalarinda lapa

tarzinda koyu kahve renkli siddetli immunopozitiflikler barindiran histiyositlere
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rastland1 (Sekil 4.18.-4.19.). Ileumda Peyer plaklarindaki hiperplazinin siddetine
paralel olarak, Peyer plaklarindaki lenfositlerin sitoplazmalarinda hafif, histiyositlerin
sitoplazmalarinda ise siddetli derecede immunreaksiyonlar goriildii. Lenf folikiilleri
icerisindeki epiteloid histiyosit ve makrofaj agirlikli mikrogranulomlar1 olusturan
hiicrelerde de siddetli pozitif immunreaksiyonlar goézlendi. Parafolikiiler bolgede
goriilen hiicre infiltrasyonunu olusturan makrofaj ve histiyosit sitoplazmalarinda ise
siddetli immunopozitifliklere rastlandi. Serozada bulunan lenf damarlarindaki
yangisal reaksiyon ile goriilen immunopozitifliklerin siddeti birbirine paralellik
gostermekteydi. Subakut karakterde yangisal reaksiyon goriilen serozadaki makrofaj,
histiyosit ve Langhans tipi dev hiicrelerinde siddetli derecede immunopozitiflik
gbzlenmekteydi. Serozadaki lenf damarlarinin endoteli, damar duvari ve ¢evresinde
orta siddette immunreaktivite mevcuttu. Lenf damarlarinin liimeninde ve ¢evresindeki
histiyosit ve makrofajlarin sitoplamalarinda siddetli immunopozitiflikler goriildii.
Seroza altinda bleb ya da cep seklindeki alanlarda goriilen kazedz odaklarin
cevresindeki epiteloid histiyosit, makrofaj, Langhans tipi dev hiicrelerinin
sitoplazmalarinda ve kazedz degisikliklerin periferinde siddetli immunopozifitliklere
rastlandi. Bu granulomatéz odaklarin merkezlerindeki kazeifikasyon ve
mineralizasyonun goriildiigii alanlarda immunreaksiyon ya hi¢ yoktu ya da hafif

siddetteydi.

Kontrol grubuna ait kesitlerin anti-MBL immunohistokimyasal boyamalarinda

bagirsaklarda herhangi bir immunopozitiflik gozlenmedi (Sekil 4.20.).
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Sekil 4.17. Ileum, lamina propria ve submukozada anti-MBL siddetli immunopozitif
alanlar (yildizlar), ABC-P, X200, 50um Barr.

Sekil 4.18. Ileum, lamina propriada makrofajlarin sitoplazmasinda anti-MBL
immunopozitif vakuoller (oklar), ABC-P, X400, 20pm Barr.
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Sekil 4.19. Ileumda lamina propriadaki makrofajlarin sitoplazmasinda vakuoller
icerisinde ve serbest haldeki anti-MBL immunopozitif vakuoller (oklar). ABC-P,
X400, 20pum Barr.

Sekil 4.20. Kontrol grubu, jejunum, lamina propriada anti-MBL negatif
immunreaksiyon, ABC-P, X40, 200um Barr.
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4.1.3.1.2. Mezenteriyel Lenf Diigiimleri

Kortikal medullar sinuslar incelendiginde, sinuslardaki hiicre infiltrasyonunun
meydana getiren histiyosit ve makrofajlarda siddetli immunopozitiflikler goriildii.
Genislemis olan subkapsular doku ile kortikal ve medullar sinus lumenlerindeki
histiyositler ve Langhans tipi dev hiicreleri sitoplazmalarinda siddetli
immunopozitiflikler goriildii. Lenf folikiilii icerisindeki mikrogranulom parankimdeki
daginik olarak bulunan ve zaman zaman parankim igerisine kollar ya da ¢it tarzinda
infiltre olan bazi alanlarda birbirileriyle birlesen granulomlari olusturan ¢cogunlugu
epiteloid histiyosit ve makrofajlardan olusan aralarinda bazilar1 atipik bazilar1 ise tipik
goriinimdeki  Langhans tipi dev  hiicrelerinin  sitoplazmasinda  siddetli
immunopozitifliklere rastlandi (Sekil 4.21.). Lenf folikiillerinin arasinda bulunan
destek dokudaki granulomatéz odaklarda da siddetli immunopozitif reaksiyonlar
mevcuttu. Lezyonun siddetlendigi ve kaze6z odaklarin belirginlestigi ve bunlarin
fibroz dokuyla smirlandigi nekrotik granulomatéz odaklarda ise nekrotik bolgeler
negatif immunreaksiyon gosterirken nekrozun periferinde serbest halde pozitif
immunreaksiyon gozlendi. Nekrozu c¢evreleyen makrofaj, epiteloid histiyosit ve
Langhans tipi dev hiicrelerinin sitoplazmalarinda siddetli immunopozitiflikler
gozlenirken granulomu gevreleyen fibrositik hiicrelerde ya ¢ok hafif goriildii ya da hig

immunopozitiflik gdzlenmedi.
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Sekil 4.21. Mezenteriyel lenf diiglimii, parenkim igerisindeki epiteloid histiyositlerde
anti-MBL siddetli immunopozitif alanlar (oklar), ABC-P, X200, 50um Barr.

Kontrol grubuna ait dokularda kortikal ve medullar sinuslar ile lenf
folikiillerindeki histiyositlerde ¢cok hafif ya da hi¢ immunreaksiyon gézlenmedi (Sekil
4.22.).

65



Sekil 4.22. Kontrol grubu, mezenteriyel lenf diiglimii, anti-MBL negatif
immunreaksiyon, ABC-P, X40, 200pum Barr.

4.1.3.2.Anti-Osteopontin Boyanmalar

4.1.3.2.1. Bagirsaklar

4.1.3.2.1.1. Duodenum

Villus atrofisi ve fiizyonu ile epitelyal deskuamasyonun hafif olarak seyrettigi
duodenumda osteopontin salimimlarinin daha hafif ve daha az bolgede sekillendigi
goriildii. Immunopozitif boyanmalarin en belirgin olarak goriildiigii bolge villuslarin
liimene bakan ylizeyindeki enterositlerdi. Anti-osteopontin pozitif boyanmalara
enterositlerin fircamsi kenar ve sitoplazmalarinda hafif siddette ve daginik sekilde
rastlandi. Bununla birlikte L. propriadaki histiyositik hiicrelerin sitoplazmalarinda da
orta derecede immunopozitivite belirlendi. Benzer pozitif reaksiyonlara kript
epitellerinin limene bakan yiizleri ve limenlerinde serbest halde rastlandi (Sekil
4.23.). Submukozada bulunan Briinner bezlerinde ¢ogunlukla pozitif boyanmalar
tespit edilmezken, histopatolojik olarak enfeksiyonun siddetli seyrettigi belirlenen bazi

olgularda daha siddetli boyandigi goriildii. Tunika muskularisteki kas tabakasi
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immunreaktivite yoniinden ¢ogunlukla negatifti. Kas demetleri arasinda mononiikleer
seri hiicre infiltrasyonlar1 barindiran bazi olgularda ise histiyosit sitoplazmalarinda
hafif-orta derecede immunpozitifliklere rastlandi. Fibroblastik aktivitenin yogun
oldugu olgularda, 6zellikle retikiiler hiicrelerde daha yogun olmak iizere fibroblast-
fibrositlerde yogun immunreaktivite goriildii. Serozadaki immunopozitivite, yangili
lenf damarlar1 igerisinde ve g¢evresinde bulunan histiyositik seri hiicrelerin

sitoplazmalariyla sinirliydi.

Sekil 4.23. Duodenum, enterositlerde (ince oklar), lamina propriada ve bag dokuda
(kalin oklar) anti-OPN siddetli immunopozitif alanlar, ABC-P, X100, 100pum Barr.

4.1.3.2.1.2. Jejunum

Hematoksilen eozin ve Ziehl-Neelsen boyamalarda tespit edilen alanlar anti-
osteopontin immunoreaktivite yoniinden incelendi. Jejunumdaki histopatolojik
lezyonlarin ~ siddetine  paralel olarak duodenuma gore, anti-osteopontin
immunoreaktivitesinin genel olarak daha kuvvetli ve daha fazla alanda gozlendigi
belirlendi. Jejunumda goriilen nonspesifik subakut enteritis lezyonlariin goriildiigii
ve Ziehl-Neelsen boyamada etkenlerin tespit edildigi olgularda histiyosit, makrofaj,

Langhans tipi dev hiicresi sitoplazmalarinda hafif-orta siddette anti-osteopontin
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immunopozitif alanlara rastland1 (Sekil 4.24.). Lenfosit ve plazma hiicrelerindeyse ya
cok hafif immunopozitiflik gozlendi ya da hi¢ immunopozitiflik gézlenmedi. Olayin
kroniklestigi ve fibroz dokunun belirginlestigi olgularda retikulum iplikleri, fibroblast
ve fibrositlerde ise kuvvetli immunopozitiflik belirlendi. Lezyonlar1 epiteloid
histiyosit yigintilar1 seklinde olan olgularda ise bu hiicrelerin sitoplazmalarinda
hafiften orta siddete degisen derecelerde immunreaktivitelere rastlandi. Benzer
siddetteki immunopozitifliklere submukozadaki histiyositik hiicre sitoplazmalar ile
serozadaki lenf damarlar1 limeni ve ¢evresindeki mononiikleer seri yangi hiicrelerinin

sitoplazmalarinda da rastlandi.

Sekil 4.24. Jejunum, enterositlerde, lamina propriada ve bag dokuda anti-OPN siddetli
immunopozitif alanlar, ABC-P, X100, 100um Barr.

4.1.3.2.1.3. ileum

Enfeksiyonun siddetinin en yiiksek oldugu bolge olan ileumda, deskuame olan
enterosit ve villus epitellerinde ortadan siddetliye degisen derecede anti-osteopontin
immunreaktiviteleri gozlendi. Liberkiihn kript epitelleri ve liimene dokiilmiis mukusla
karisik hiicresel debrislerde hafif-orta derecede immunpozitifliklere rastlandi. Epitel

katmanmnin  altindaki lakteallere ait endotellerin sitoplazmalariyla bazal
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membranlarinda, ayrica lakteallerin liimeni ve ¢evresinde goriilen mononiikleer seri
yangi hiicrelerinin sitoplazmalarinda immunopozitiflikler tespit edildi. Lamina
propriadaki makrofaj, epiteloid histiyosit ve Langhans tipi dev hiicrelerinde hafif-orta
siddette immunreaktivite gozlendi. Olgunun kroniklestigi ve fibroz doku
komponentlerinin prolifere oldugu bolgelerde siddetli immunopozitifliklere rastlandi.
[leumda Peyer plaklarindaki hiperplazinin siddetine paralel olarak, Peyer plaklarmdaki
lenfositlerin sitoplazmalarinda hafif derecede, histiyositlerin sitoplazmalarinda ise orta
siddette immunreaksiyonlar goriildii. Parafolikiiler bolgede goriilen hiicre
infiltrasyonunu olusturan makrofaj ve histiyosit sitoplazmalarinda ise orta derecede
immunopozitifliklere rastlandi. Serozadaki lenf damarlarindaki yangisal reaksiyonun
siddetine gore goriilen immunreaksiyonlarin siddeti de paralel olarak degismekteydi.
Subakut karakterde yangisal reaksiyon goriilen serozadaki makrofajlar ve
histiyositlerde hafiften orta dereceye degisen siddette immunopozitiflikler goriiliirken,
bolgede bulunan Langhans tipi dev hiicreleri de ortadan siddetliye degisen derecelerde
immunopozitiflik gostermekteydi. Serozadaki lenf damarlarinin endoteli, damar
duvar1 ve c¢evresinde orta siddette immunreaktivite mevcuttu. Lenf damarlarinin
liimeninde ve ¢evresindeki histiyosit ve makrofajlarin sitoplamalarinda ortadan
siddetliye degisen immunopozitiflikler goriildi (Sekil 4.25.). Seroza altinda bleb ya da
cep seklindeki alanlarda goriilen kazedz odaklarin ¢evresindeki epiteloid histiyosit,
makrofaj, Langhans tipi dev hiicrelerinin sitoplazmalarinda ve bunlar1 gevreleyen
fiboroz doku kompanentlerinde ortadan siddetliye degisen derecelerde
immunopozitifliklere rastlandi. Bununla birlikte granulomun periferine dogru yangi
hiicrelerinin arasindaki bolgede serbest halde osteopontin salinimlar1 da goriildii. Bu
granulomatéz odaklarin merkezlerindeki kazeifikasyon ve mineralizasyonun

goriildiigii alanlarda immunreaksiyon ya hi¢ yoktu ya da ¢ok hafif siddetteydi.
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Sekil 4.25. Ileum, enterositlerde, lamina propria, Peyer plaklar1 ve subserozal dokuda
anti-OPN siddetli immunopozitif alanlar, ABC-P, X40, 200um Barr.

Kontrol grubunda uygulanan anti-osteopontin  antikoruyla yapilan
immunohistokimyasal islemde; bagirsaklarin enterositlerinde genel olarak hafif
siddette bir immunopozitifliklerin oldugu tespit edildi. Bununla birlikte bagirsagin
genelinde L. propria, seroza gibi bag doku hiicrelerinin yogun olarak bulundugu
bolgelerde bu hiicrelerde hafif derecede immunopozitiflikler saptandi. Makrofajlarda
hafif derecede immunreaksiyonlar gézlendi (Sekil 4.26.). Bu siddetteki immunopozitif
alanlar, calisma grubunda goz ardi edildi.
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Sekil 4.26. Kontrol grubu, jejunumda anti-OPN hafif immunopozitif alanlar, ABC-P,
X40, 200pm Barr.

4.1.3.2.1. Mezenteriyel Lenf Diigiimleri

Mezenteriyel lenf diiglimlerinin anti-osteopontin  immunreaksiyonlar1
incelendiginde histopatolojik olarak tespit edilen lezyonlarin bulundugu yerlerde
immunopozitiflikler tespit edildi (Sekil 4.27.). Kortikal sinuslar ve subkapsular
alanlarda 6dem ve yangisal hiicre infiltrasyonu goriilen siddetli olgularda, yangisal
infiltrasyondaki makrofaj, epiteloid histiyosit ve Langhans tipi dev hiicrelerinde
ortadan siddetliye degisen derecelerde immunpozitiflikler goriildii. Lenf folikiilleri ve
parafolikiiler bolgelerde goriilen histiyosit, makrofaj ve Langhans tipi dev
hiicrelerinde hafif-orta derecede imunreaksiyonlarin varligi dikkati cekti. Lenf
diigiimiinlin parankiminde histopatolojik olarak belirlenen, merkezleri kazeifiye
olmamig mikrogranulomlari olusturan, basta epiteloid histiyosit olmak iizere
makrofajlarin ve tek tiik belirlenen Langhans tipi dev hiicrelerinin sitoplazmalarinda
ortadan siddetliye degisen derecelerde immunopozitiflikler goriildii. Merkezlerinde
kazeifiye odak ve mineralizasyon goriilen granulomlarin cevresindeki epiteloid
histiyosit, makrofaj ve Langhans tipi dev hiicrelerinde hafif-orta derecede, bunlarin

cevresindeki fibroblast ve fibrositlerden olusmus bag doku komponentleri ve bu
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komponentlerin arasindaki bolgede serbest halde siddetli immunopozitiflikler
gozlendi (Sekil 4.28.). Bu granulomlarin merkezindeki nekroze ve mineralize

alanlarda immunreaksiyon ya hi¢ yoktu ya da ¢ok hafifti.

Sekil 4.27. Mezenteriyel lenf diglimii, anti-OPN siddetli immunopozitif alanlar, ABC-
P, X40, 200pum Barr.
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Sekil 4.28. Mezenteriyel lenf diiglimii, mikrogranulomu olusturan anti-OPN
immunopozitif epiteloid histiyositler ve makrofajlar, ABC-P, X400, 20pm Barr

Kontrol grubuna ait mezenteriyel lenf diigiimlerinde kapsula ve intrafolikiiler
trabekiillerdeki bag dokuda hafif immunopozitiflikler gozlendi. Folikiil ¢atisini
olusturan ve folikiiliin aralarinda goriilen bag doku elemanlarinda hafif
immunopozitiflikler bulunmaktaydi. Lenf diigiimiiniin parankimatéz bdlgelerinde

herhangi bir immunreaksiyon goriilmedi (Sekil 4.29.).
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Sekil 4.29. Kontrol grubu, mezenteriyel lenf diigiimii anti-OPN negatif
immunreaksiyonlari, ABC-P, X200, 50um Barr.
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Sekil 4.30. Calisma grubu, ileum, multibasiller form. A:Lamina propriada yangisal
hiicre infiltrasyonu (yildizlar) H&E, X40, 200um Barr. B: Lamina propriada asit fast
reaksiyon pozitif alanlar (yildizlar), Kii¢iik resim: Asit fast reaksiyonu yakinlastirilmis
goriiniim, Ziehl-Neelsen, X40, 200um Barr. C: Lamina propriada ve submukozada
anti-MBL immunreaksiyonlar1 (oklar) ABC-P, X40, 200um Barr. D: Lamina
propriada ve submukozada anti-OPN immunreaksiyonlar1 (oklar). ABC-P, X40,

200um Barr.
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Sekil 4.31. Calisma grubu, mezenteriyel lenf diigiimii, mikrogranulom. A: Epiteloid
histiyosit ve yangisal hiicre infiltrasyonu (yildizlar), H&E, X200, 50um Barr. B:
Epiteloid histiyositlerde asit fast reaksiyon pozitif (oklar), Ziehl-Neelsen, X400, 20um
Barr. Kiigiik resim: Etkenlerin yakinlastirilmig goriiniimii (oklar), Ziehl-Neelsen,
X1000, 10um Barr. C: Epiteloid histiyositleride anti-MBL immunreaksiyonlari (oklar)
ABC-P, X200, 50pum Barr. D: Epiteloid histiyositleride anti-OPN immunreaksiyonlar1
(oklar). ABC-P, X100, 100pm Barr.
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Sekil 4.32. Calisma grubu, mezenteriyel lenf diigiimii, trabekiil periferinde makrofaj
ve epiteloid histiyositler. A: H&E, X400, 20um Barr. B: Asit fast reaksiyon pozitif
alanlar (oklar), Ziehl-Neelsen, X400, 20um Barr. C: anti-MBL immunopozitif
reaksiyonlar (oklar). ABC-P, X400, 20um Barr. D: anti-OPN immunopozitif
reaksiyonlar (oklar). ABC-P, X400, 20um
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4.1.3.3.  Anti-Mycobacterium  tuberculosis Ag85B Immunohistokimyasal
Bulgulan

Ziehl-Neelsen boyamada asit fast reaksiyonu pozitif olan ¢calisma gruplarindaki
etkenin Mycobacterium tuberculosis olmadiginin gosterilmesi amaciyla Anti-
Mycobacterium tuberculosis Ag85B antikoru kullanilarak immunohistokimyasal

yontem uygulandi. Calisma gruplarinin kesitleri incelendiginde dokularda herhangi bir

immunreaksiyon goriilmedi (Sekil 4.33.).
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Sekil 4.33. Calisma grubu, mezenteriyel lenf diigiimii. A: Asit fast reaksiyon pozitif

alanlar (sar1 oklar), Ziehl-Neelsen X400, 20um Barr, B: Ayn1 bolgede anti-TB negatif
immunreaksiyon, ABC-P, X400, 20pm Barr.

4.2. Molekiiler Yontem Bulgular:

Calismada kullanilan dokulara PZR testi IS900 gen bolgesine yoOnelik
150C/921 primer ¢ifti kullanilarak uygulandi. Paratiiberkiilozis siipheli dokulardan
izole edilen DNA orneklerinde 229bp’de pozitif bantlar saptandi ve 23 6rnekten 21
tanesinin MAP pozitif oldugu dogrulandi. DNA 6rneklerinden 2 tanesinde (olgu no X,
olgu no X), DNA igermeyen PZR karisiminda, saglikli keciye ait DNA 6rneginde ve
Tiiberkiilozis pozitif akciger dokusundan izole edilen DNA 6rneginde PZRda pozitif
bant goriilmedi (Sekil 4.34.).
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Sekil 4.34. 150C/921 primerleri ile yapilan PZR testi sonras1 [IS900 genine ait jel
goriintiisii. M: marker, NK: negatif kontrol, PK: pozitif kontrol (MAP 316F susu), 1:
saglikli bagirsak dokusu, 2: Tiiberkiilozis pozitif akciger dokusu, 3-7: MAP pozitif
ornekler ( Olgu No 19-23)

PZR sonucunda; Paratiiberkiilozis siipheli parafine gomiilii bagirsak
dokularindan izole edilen DNA o&rneklerinde 229 bp’de pozitif bantlar saptandi ve
orneklerin MAP oldugu dogrulandi. DNA icermeyen PZR karisiminda, saglikli bir
koyuna ait bagirsak dokusundan ve Tiiberkiilozis pozitif akciger dokusundan izole

edilen DNA orneklerinde ise pozitif DNA band1 gozlenmedi (Sekil 4.34.).
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5. TARTISMA

Paratiiberkiilozisin sigirlarda makroskobik, mikroskobik ve
immunohistokimyasal yontemlerle incelenmis oldugu c¢ok detayli ¢aligmalar
mevcuttur (Chiodini ve ark., 1984; Clarke, 1997; Collins ve Manning, 2020; Englund
ve ark., 2002). Kegilerde goriilen lezyonlar baz1 farkliliklar disinda detayli olarak
arastirilmamistir (Alibasoglu ve ark., 1973; Kumar ve ark., 2010; Sigurdardottir ve
ark., 1999). Bu calismada kegilerde MAP1n histopatolojik bulgular1 ve lezyonlarin

ortaya ¢ikmasindaki patogenetik mekanizmalarin bazilar1 detayli olarak incelenmistir.

Paratiiberkiilozis’in kegilerdeki 1rk predispozisyonuyla ilgili bir ¢alismaya
rastlanilmamistir (Gelberg, 2017; Kumar ve ark., 2010; Windsor, 2015). Bu ¢alismada,
Saanen ve Kil ke¢ilerinde Halep kecilerine gore hastaligin daha sik gortildiigi tespit
edildi. Ancak calismada incelenen bu irklarin gerek Akdeniz ve Ege bolgelerindeki
gerekse Burdur ili ve ¢evresinde yetistirilen hayvan irklarindan olmasi, 1rk
predispozisyonu belirleme agisindan bir genelleme yapilmasini  miimkiin
kilmamaktadir. Ayrica ¢alismada kullanilan materyalin sayisi da yeterli degildir. Bu
nedenle kecilerdeki 1rk predispozisyonunun belirlenmesi amaciyla ileri diizeyde

survey ve genetik arastirmalarin yapilmasi gerekmektedir.

Kii¢iik ruminantlarda etkene maruz kalma ve hastaligin klinik semptomlari ile
ilgili ¢cok sayida calisma yapilmis olup erken yaslarda enfeksiyona maruz kalma ve
klinik bulgularin gézlenmesiyle ilgili farkli yorumlar yapilmis, erken enfeksiyonun
postnatal dénemde goriilebilecegine dair raporlar bildirilmistir (Begara-McGorum ve
ark., 1998; Clarke, 1997; Sweeney, 2011; Windsor, 2015). Sunulan olguda materyal
metot kisminda belirtilen bilgiler 6zetlendiginde, calismada kullanilan hastalikll
hayvanlarin %92’sinin 2 yas ve istiinde olmasi, literatiir bilgileriyle uyumluluk
gostermektedir (Chiodini ve ark., 1984; Gelberg, 2017; Haziroglu ve Milli, 2001).
Ancak c¢aligmadaki hayvanlarin %8’inde, 2 yasin altindaki hayvanlarda da

goriilebildigi bu ¢caligmada gosterilmistir.

MAP’1n patogenezisinde etkenin giris yerinin ileum mukozasi oldugu, etkenin

“M” hiicreleri tarafindan igeri alindig1 ve L. propriada yangiya sebep oldugu, zamanla
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lezyon siddetlendikge ince bagirsaklarin proksimali ve distaline dogru
ilerleyebilecegine dair raporlar mevcuttur (Clarke, 1997; Manning ve Collins, 2001;
Sweeney, 2011) Bu ¢alismada villus epiteli nekrozlar1 ve villoz atrofinin en siddetli
olarak sirasiyla ileum, jejenum ve duedonumda goriilmesi, duedonumda L. propriada
yangisal hiicre infiltrasyonu bulunmasma karsin villus morfolojisinin ¢ok
etkilenmemesi ve epitellerin saglam olmasi; bunun yaninda yapilan semikantitatif
analiz bulgularinda da goriildiigii iizere hastaligin bulgularinin en siddetli oldugu yerin
ileum oldugu ve bu degerlerin istatistiksel analizinin anlamli ¢ikmasi (p<0,005)

literatiir bulgularini dogrular nitelikteydi.

Bilindigi gibi bagirsak icerigindeki suyun en fazla emildigi bolge duedonum
mukozasidir (Noyan, 2008). Bununla birlikte enfeksiyonun tanitict klinik
bulgularindan olan kronik ishale ragmen siddetli bir dehidrasyon goriilmemesi
duedonum mukoza epitelinin ¢ogunlukla saglam olmasi ile alakali olabilecegini akla

getirmektedir.

MAP’in en Onemli klinik bulgularindan birisi bagirsak serozast ve
mezenteryumdaki 6dem ile karin boslugundaki ascitestir. Klasik kitaplarda bunun
hipoproteinemiye bagli kanin hipoozmolaritesi nedeniyle sekillendigi belirtilmektedir
(Brown ve ark., 2006; Gelberg, 2017; Haziroglu ve Milli, 2001). Sunulan bu ¢calismada
submukozal ve mezenteriyel lenf diiglimlerindeki lenf damarlarinda goriilen
mikrogranulom kaynakli trombozlarin lenfatik drenaji bozdugundan sekillenen

O6demin siddetini artirdig1 diistiniilmektedir.

Paratiiberkiiloziste hiicre aracili immun yanita gore hastaligin mikroskobik
goriiniimii degigsmektedir. Hiicre aracili immun yanit giicliiyse paucibasiller, zayifsa
multibasiller form olugsmaktadir. Ayrica bu formlar hastaligin klinik goriintimleriyle
de iliskilendirilmistir (Clarke, 1997; Sweeney, 2011). Bu ¢alismada Paratiiberkiilozis
teshisi konulan kecilerden sadece bir tanesinin paucibasiller ve diger olgularin
multibasiller formda oldugu gozlenmistir. Semikantitatif skorlamalarda soldan saga
bireysel skor toplamina bakildiginda hastaligin ince bagirsaklardaki bulgulara gore 17
olguda “siddetli”, 6 olguda ise “orta siddetli” oldugu; mezenteriyel lenf diigtimlerinde

ise 14 olguda “siddetli”, 9 olguda “orta siddetli” oldugu tespit edilmistir. Bununla
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birlikte istatistiksel analiz bulgularinda; ileumdaki lezyonlarin siddeti multibasiller
form goriinlimiinii destekler nitelikte anlamli (p<0,05), ileum ve mezenteriyel lenf
diigiimii bulgular1 karsilastirildiginda lezyonlarin birbiriyle olan iligkisi anlaml
bulunmustur (p<0,05). Bu durum klinik bulgularin ¢ogunlukla ve belirgin olarak
multibasiller formda ortaya ¢ikmasi ve hayvan sahibinin ancak hastaligin ileri
evrelerinde teshis i¢in basvurmasi ile iliskilendirilebilir. Ayrica kegi siiriilerinde klinik
bulgular ortaya ciktikca hekime ya da patoloji laboratuvarina bagvurulmasinin,
hastaligin yayilmas:1 ve tekrarlanan enfeksiyonlarin sekillenmesine neden oldugu
diistiniilmektedir. Bu nedenle hastaligin paucibasiller formunda kontrol altina alinmasi
ve siirliden elimine edilmesi i¢in tiim siirliye digk1 ve antikor testleri ve stiphelenilen
olgularda nekropsi yapilmasinin koruyucu hekimlikte onemli oldugu giindeme

gelmektedir.

MBL’nin opsonin olarak gorev yaptigi ve akut faz reaksiyonunun
baslamasinda rol oynadigi bilinmektedir (Erken, 2013; Gilinesagar ve ark., 2011).
Bir¢cok enfeksiyonda basta akciger olmak iizere dokulardaki salimmi ve etkileri
incelenmis olmasina ragmen kecilerde gozlenen Paratiiberkiilozis olgularindaki
salinimi ve etkileri histopatolojik diizeyde incelenmemistir (Jack ve ark., 2001;
Ozyildiz ve ark., 2019; Van Kooyk, 2008). Sunulan ¢alismada MAP lezyonlarindaki
MBL salmimlari, lezyonlara gore dagilimi, siddeti ve etkinligi detayli olarak

arastirilmastir.

MBL’nin etkenin opsonizasyonu ve fagosite edilmesinde onemli bir roli
oldugu ancak etkenin makrofajlar igerisinde elimine edilemediginden makrofajlar
igerisinde korundugu ve enfeksiyonun ilerlemesine neden oldugu literatiir bilgilerinde
mevcuttur (Gilinesacar ve ark., 2011). Bu ¢alismada 6zellikle multibasiller formda L.
propria, Peyer plaklari, lenf damarlar1 ve mezenteriyel lenf diiglimlerinde Ziehl-
Neelsen pozitif alanlarda MBL’nin de immun pozitif reaksiyon vermesi literatiir
bilgileri ile uyumluydu. Bunula birlikte lezyonlarin kazeifiye oldugu ileri satha
enfeksiyonlarda ise nekrotik alanlarda etkene rastlanmamasi etkenin lenfatik sisteme
dahil olduktan sonra viicut direncine gore elimine edebilecegini ancak tekrarlayan
reenfeksiyon ya da siliperenfeksiyon gibi durumlar nedeniyle akut yangisal yanitin

lamina propriada yeniden baglayabilecegini gostermektedir. Bu da gegici iyilesmelerin

82



ve klinik bulgularin zaman zaman iyilesip zaman zaman kétiilesmesinin nedenini
aciklamaktadir. Ayrica sadece kegilerde goriilen kazeifikasyon ve mineralizasyonun
kecilerin immun sisteminin farkli bigimde calismasini saglayan 6zellesmis bir sistemin

bulunabilecegini diisiindiirmektedir.

MBL ’nin etkenin taninabilirligini ve fagositozunu saglama ve serin proteazlari
aktive ederek etkenin makrofajlar i¢inde elimine edilmesine yardimec1 olma seklinde
bilinen iki dnemli 6zelligi vardir. (Erken, 2013; Glinesagar ve ark., 2011; Yuan ve
ark., 2015). Sunulan caligmadaki L. propriada bulunan makrofajlar, epiteloid
histiyositler ve Langhans tipi dev hiicrelerde anti-MBL pozitif boyanmalar ve villus
epitelleri ile kript epitellerindeki negatif boyanmalar etkenin Peyer plaklarinin hemen
tizerindeki epitel dokuda bulunan “M” hiicreleri yardimiyla iceri alindigr ve
makrofajlar tarafindan saklandigi (Clarke, 1997; Gelberg, 2017; Sweeney, 2011)
konusundaki goriisleri dogrulamaktadir. Bununla birlikte kaze6z odaklarin merkezleri
ve ¢evresinde anti-MBL negatif bolgelerin olmasi, MBL’nin fagositozda olduk¢a
onemli bir gorev istlendigi ancak MAP enfeksiyonunda enfeksiyonun
sinirlandirilmas: ve yok edilmesi durumunda herhangi bir etkinliginin bulunmadigin

belgelemektedir.

OPN hiicre yenilenmesi ve epitelyal bariyerin korunmasinda énemli gorevleri
olan bir proteindir (Giachelli ve ark., 1995; Young ve ark., 1990). Bu ¢alismada villus
epitelleri, kript epitelleri ve Liberkiihn bezlerindeki anti-OPN pozitif boyanmalar,
propriya mukozadaki yangisal olaylar devam etmekteyken viicudun epiteliyal bariyeri

koruma ve yenileme ¢abasinda OPN’nin etkin bir gorev aldigin1 géstermektedir.

OPN kronik ve granulomatdz enfeksiyonlardaki etkinligi konusunda
caligmalar yapilmis olup halen bir¢ok hastalifin patogenezisindeki rolii ve 6nemi
arastirilmaktadir. Yapilan ¢alismalarda OPN plazma seviyelerinin Paratiiberkiilozise
cok benzeyen ve iligkisi oldugu diisiiniilen Crohn hastaligi, c¢esitli kanser tiirleri,
otoimmun hastaliklar ile birlikte kronik yangiyla karakterize bircok hastalikta
yukseldigi belirtilmistir (Senger ve ark, 1989a; Singhal ve ark., 1997). Bununla birlikte
Sevtekin ve Ozmen (2018), sigir tiiberkiilozu ile ilgili yaptiklar calismada dokulardaki

osteopontin seviyelerini incelemis ve tiliberkiiloz lezyonlarinda oOnemli rolleri
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oldugunu belirtmistir (Sevtekin ve Ozmen, 2018). Bu c¢alismada lezyon olark
Tiiberkiilozis ve Crohn hastaligina benzeyen MAP enfeksiyonlarinda OPN’nin
etkinligi ve rolii detayli olarak incelenmis, OPN’nin MAP’ta MBL ile birlikte
fagositozu kolaylastirici, villus epitellerini koruyucu ve yangiyr smirlandirarak

mineralizasyonu tesvik edici 6zelliklerinin oldugu tespit edilmistir.

OPN’nin kronik granulomatdz yangilarda cogunlukla makrofajlardan salindig:
ve yangisal hiicreleri bolgeye ¢ekmede kemotaktik etkisinin oldugu bilinmektedir
(O’Regan ve Berman, 2000; Scatena ve ark., 2007). Sunulan bu c¢alismada
enfeksiyonun hafif siddette oldugu ve mononiikleer hiicre infiltrasyonlarinin
goriildiigii paucibasiller formda makrofajlarin sitoplazmasinda kuvvetli pozitif anti-
OPN boyanmalar1 literatiir bulgulartyla uyumluydu. Bununla birlikte yangi
bolgesindeki lenfosit ve plazma hiicrelerinde de hafif immunopozitif alanlar gézlendi.
Bu durum OPN’nin sadece makrofajlar degil aym1 zamanda lenfosit ve plazma
hiicreleri tarafindan salinarak antikor aracili immun yanit1 baslattiklar1 ve sonrasinda
olusacak olan gecikmis tip asir1 duyarlilik tepkisini olusturan graniilomat6z yangiy1

tetikledigini gostermektedir.

Diger bir bulgu ise hem lenf diiglimleri hem de lenf damarlar1 ¢evresindeki
granulomatdz odaklar ve bunlarin c¢evresindeki alanlarda OPN’nin kuvvetli
boyanmastydi (Senger ve ark., 1989a). Ayni sekilde nekrotik alanlarin igerisinde de
OPN pozitifliklerin goriilmesi granulomatdz kitlenin eritilmesi ve serin proteazlarin
ve diger litik enzimlerin salinmasinda Onemli gorevlerinin  oldugunu
diisiindiirmektedir. Ancak bu konunun netlesmesi i¢in nekrotik bolgeler ve
granulomlarin bulundugu bolgelerde serin proteazlarin aktivasyonu ve diger litik

enzimlerin aktivasyonlart ile ilgili ileri ¢aligmalara ihtiyac vardir.

OPN’nin embriyonel dénemde ya da postnatal kemik olusumunda kalsiyumun
¢okmesine aracilik ettigi bilinmektedir (Sodek ve ark., 1995; Sodek ve ark., 2000). Bu
calismada incelenen kesitlerde bazi olgularda seroza altindaki lenf damarlar ile lenf
diigtimlerindeki kazedz lezyonlarin periferine yakin kisimlar1 ve ¢evresinde ortadan
siddetliye degisen siddette OPN immunopozitif alanlarin goriilmesi, kalsifiye

alanlarda negatif olmasi, nekrotik bolgedeki distrofik kireglenmeye yardimei oldugunu
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diisiindiirmektedir. Boylece OPN’nin sadece organogenezis ve hiicre yenilenmesi
degil ayn1 zamanda nekrotik dokularin ortadan kaldirilamama durumlarinda mineral
birikimlerini tetikleyerek etkeni sabitlestirmede ©Onemli bir gorevi oldugu

goriilmektedir.

OPN’nin embriyonal donemde kemik olusumunda, mineralizasyonda roli
oldugu ve kronik yangilarda gozlendigi daha Onceki ¢alismalarda bildirilmistir
(Giachelli ve ark., 1995). Ancak patolojik olarak distrofik mineralizasyondaki etkisi
ve roliine dair herhangi bir bilgiye ulasilamamistir (Dodds ve ark., 1995; McKee ve
Nanci, 1995; Zohar ve ark.,1997). Bu calismada dikkati ¢eken diger bir bulgu da
multibasiller formda subserozal lenf damarlart hem de lenf diiglimlerindeki
kazeifikasyon ve mineralizasyon bolgelerinin ¢evresindeki fibroz dokuda kuvvetli
anti-OPN immunopozitif boyanmalar gozlenmesiydi. Bu durum OPN’nin distrofik
mineralizasyonda da dnemli bir rolii oldugunu gdstermektedir. ileum L. propriyasinda
epiteloid histiyositlerin arasindaki fibroz hiicreler ile kazeéz veya nonkazeoz
mikrogranulomlarin  ¢evresindeki  fibroblastik dokuda OPN’nin  siddetli
immunopozitiflik gostermesi, OPN’nin yangiyr smirlandirict bir etkiye sahip
oldugunu, kemotaktik etkisinin yaninda immun sistemin gii¢clii oldugu durumlarda

klinik bulgularin hafiflemesinin OPN ile iliskisi olabilecegini diistindiirmektedir.

OPN ve MBL yangisal yanitta onemli gérevleri olan sinyal proteinleridir. Her
ikisinin de ortak 6zelligi etkenin taninmasi ve fagositozundaki kemotaktik etkisidir
(Erken, 2013; Scatena ve ark., 2007; Sodek ve ark., 2000). MBL ve OPN’nin
dokulardaki salinimlar1 ve etkinlikleri daha onceden farkli ¢aligmalarda ayri ayri
incelenmis olup MBL ile OPN arasindaki iliski ve bunun patogenezdeki onemi
belirtilmemistir. Sunulan ¢alismada MBL ve OPN’nin ZN boyamalarla es zamanl
olarak etkenin goriildiigii makrofajlar, epiteloid histiyositler ve Langhans tipi dev
hiicrelerinde goriilmesi hem MBL’nin hem de OPN’nin etkenin opsonizasyonunda
gorev aldigini belgelemektedir. Yanginin orta siddette seyrettigi hatta siddetlendigi
bazi olgularda villus epitellerinin MBL immunonegatif, OPN kuvvetli immunopozitif
reaksiyon vermesi OPN’nin MBL’den farkli olarak mukozal bariyeri korumada
Oonemli bir gérevi oldugunu diisiindiirmektedir. Bununla birlikte kazeifiye alanlarda ve

cevresindeki bag dokuda etkenin goriilmemesine karsin OPN’nin siddetli pozitif
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olmast OPN’nin fagositoz disinda etkenin elimine edilmesi ve c¢evreden

sinirlandirilmasinda olumlu etkisinin oldugunu géstermektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Sonug olarak MAP enfeksiyonu ile ilgili tani, tedavi, bulgular, korunma ve tedavi ile
ilgili olduk¢a fazla ¢aligma yapilmis ancak patogenezisi hakkinda hala yeterli bilgi
bulunmamaktadir. Sunulan bu calisma ile kecilerde MAP enfeksiyonunun patolojik
bulgular1 detaylica incelenmekle beraber patogenezisinde 6nemli rolleri bulunan MBL
ve OPN sinyal proteinlerinin fonksiyonlart ayr1 ayri ve karsilastirmali olarak
incelenmistir. Elde edilen bulgular 1s1§inda MBL’nin etkenin taninmasi ve fagosite
edilmesinde, OPN’nin ise etkenin fagosite edilmesi ile birlikte lezyonlarin
sinirlanmasi, etkenin yok edilmesi ve mineralizasyonu ile sabitlenmesinde onemli
gorevleri oldugu ortaya ¢ikarilmistir. MBL’nin paratuberkiilozis enfeksiyonundaki
etkisi daha dnce sadece kan serum diizeylerine bakilarak yapilmistir ancak lezyonlu
dokulardaki salinimini belgeleyen histopatolojik bir ¢alismaya rastlanilmamistir. Bu
calisma ile ilk kez Paratiiberkiilozis enfeksiyonunda MBL’nin dokudaki salinimi
detayl1 olarak incelenmistir. OPN ile ilgili tiiberkiiloz ve ¢esitli kronik graniilomatoz
enfeksiyonlardaki ~ salimmlar1  ile ilgili  caligmalar  mevcuttur.  Ancak
Paratuberkiilozdaki salimimlarmin digerleri enfeksiyonlar ile benzerlik gosterdigi
ortaya ¢ikarilmistir. Bu ¢alismada ayrica MBL ve OPN sinyal protenlerinin etkileri ve
birbirleri ile iliskileri ortaya ¢ikarilmigtir. Ancak yine de ileri diizeyde c¢alismalara
ihtiyag vardir. Bu ¢aligma ile paratuberkiilozis hakkinda verilen bilgilerle bilime 151k

tutulmus, yapilacak caligmalara onciiliik edilmistir.
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