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OZET

Bu calismada farkli ¢iftliklerde tiiberkiilin testinde pozitif bulunan 2 yas iizeri
ineklerden olusan 30 adet tiiberkiilozlu sigirda (¢alismanin deney grubu) Mycobacterium
bovis etkeninin varliginin periferik kanda saptanabilmesinde kullanilabilecek, alternatif bir
tan1 ydntemi denemesi ve rutin histopatoloji, immunohistokimya (IHK), Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (PZR) farkli tan1 yontemlerinin karsilastirilmasi amaglanmistir. Deney ve
kontrol grubuna ait hayvanlarin kesimi sonrasi kan ve doku 6rnekleri alinarak, taze
dokularda PZR, formaldehitte tespit edilmis dokulardan hazirlanan parafin blok
kesitlerinde ise Hematoksilen-Eozin (HE), Ziehl-Neelsen (ZN) ve IHK yontemi ile boyama
uygulanmustir. Santrifiije edilen Kanlarin ‘buffy coat’; 16kosit katmaninda PZR ve bu
katmandan hazirlanan frotilere immunositokimya (ISK) uygulanmustir. Deney grubundaki
hayvanlarin 26’sinda dncelikli olarak akciger ve mediastinal lenf diiglimlerinde, ilave
olarak plora ve karacigerde kazeifiye-kalsifiye olmus tipik tiiberkiil yapis1 gézlenmistir.
Organlarinda makroskobik lezyon (nodiil, tiiberkiil) gozlenmeyen 4 hayvandan ikisinde
spesifik olmayan lenfadenopati gozlenmistir. Tipik makroskobik lezyon (tiiberkiil)
gosteren olgularda ve ek olarak lenfadenopati gézlenen 2 olgudan bir tanesinde
histopatolojik muayenede tipik tiiberkiil granulomu yapist gozlenmistir. Histopatolojik
incelemeleri takiben yapilan ZN boyamalarda 20 tiiberkiilozla uyumlu bulunmustur. Deney
hayvanlarinin akciger, mediastinal lenf diigiimii ve karaciger dokularinda yapilan THK
boyamalarinda 30 hayvaninimn 25 tanesinde; 16kosit katmanindan yapilan ISK
boyamalarimin ise 3 tanesinde pozitif etken boyanmasina rastlanmistir. Tespit edilmeden
ayni dokularda gerceklestirilen PZR’de 18 hayvana ait dokuda; 16kosit katmani PZR’sinde
ise 14 tanesinde pozitiviteye rastlanmistir. THK incelemelerinde pozitif boyanmis
etkenlere, nekroz alanlarin1 ¢evreleyen bag dokuda serbest sekilde; makrofajlarin, dev
hiicrelerinin, nadiren lenfositlerin ve fibrositlerin sitoplazmalarinda rastlanmistir. ISK
incelemelerinde ise pozitif reaksiyon mononiikleer 16kosit sitoplazmalarinda goriilmiistiir.
Kontrol grubunda ise ISK’da 10, dokuda PZR’del, kanda yapilan PZR’da 2 hayvanda
pozitif reaksiyon saptanmis diger yontemlerde herhangi bir pozitiviteye rastlanmamistir.
Sonug olarak ¢alismamizda Mycobacterium bovis etkenine ait molekiillerin periferik
kandaki varlig1 ve bu molekiilleri saptamaya yonelik yontemlerin kanda sigir
tiiberkiilozunun tanisinda kullanilabilecegi gosterilmistir. Klasik olarak ZN boyama ile

yapilacak tiiberkiiloz tanisinin her zaman hassasiyet gostermedigi ve teshiste diger



yontemlere ihtiya¢ oldugu gozlemlenmistir. Bu nedenle destekleyici diger tan1 yontemi
veya yontemlerinin kullanilmasinda fayda olacagi aciktir. Kullanilan yontemlerden

IHK nin, etkili sonug verdigi, kandan yapilan testlerde ise PZR nin ISK’ya kiyasla daha
etkili oldugu gozlenmistir. Tiiberkiiloz hastaliginin kesin teshisinde kullanilan tekniklerin
birinin digerine iistiinliigiinden ziyade birbirini tamamlayiciligindan ve bir arada
kullanildiginda teshisin hem daha hizli hem de daha giivenilir oldugundan bahsetmek daha
yerinde olacaktir. Calismanin temel hedefini olusturan, erken taniya ve tiiberkiilin testi ile
On taniin dogrulanmasina imkan saglayacak ‘etkenin kan-16kosit katmanindaki tesbit
edilebilirligi uygulamasinin, hangi safhalarda, ne derece tercih edilebilecegini net olarak
ortaya koyabilmek, yontemi rutin kullanima sunabilmek i¢in ileri ¢alismalar

gerekmektedir.

Anahtar kelimeler: Mycobacterium bovis, IHK, iSK, PZR, ZN, histopatoloji, klinik tani,

perifer kandan tani



SUMMARY

In this study it was aimed to provide an alternative method applicable to peripheral
blood and compare various methods for diagnosing bovine tuberculosis by sampling from
30 cows older than 2 years, from various farms and found to be positive in intradermal
tuberculin test. Following the slaughter of animals in experiment and control group, blood
and tissue samples were collected. Polymerase chain reaction (PCR) was applied to the
fresh tissue samples and Hematoxyline&Eosin (HE), Ziehl-Neelsen (ZN) and
immunohistochemistry (IHC) was applied to the formalin fixed, paraffin embedded tissues.
The buffy-coat extracted from the blood by centrifugation was further processed with PCR
and the buffy-coat smears with Immunocytochemistry (ICC) method. In 27 of the
experiment group classical tubercle lesion was observed. In the 4 animals which did not
show characteristic macroscopic lesion, nonspecific lymphadenopathy was observed. In
animals showing typical macroscopic lesion and additionally in one of the two
lymphadenopathic cows, routine HE examination revealed typical granuloma structure. In
examination of ZN stained slides, 20 animals of the experiment group was found to be
consistent with tuberculosis. In the lungs, mediastinal lymphnodes and liver of the
experiment group, 25 animals revealed positive staining against M.bovis in IHC and 3
animals in ICC. Tissues of 18 animals and buffy-coat of 14 animals were found to be PCR
positive for mycobacteria. Positive staining in IHC was observed surrounding the necrosis
in the connective tissue and intracytoplasmically in macrophages, giant-cells, rarely in
lymphocytes and fibrocytes. Positive staining in ICC is observed intracytoplasmically in
mononuclear leukocytes. Of the control group (n: 30); 10 in ICC and in PCR examination
of the buffy coat 2 animals and of the tissue 1 animal were found to be positive. Other tests
of the control group revealed negative results.
As a conclusion, this study has shown the possibility of detecting the molecules of the
agent in peripheral blood and diagnostic feature of the blood in bovine tuberculosis. As a
usual practice, use of ZN staining for the diagnosis of bovine tuberculosis is found to lack
sensitivity and the need for supportive diagnostic tests is considered to be necessary. It
was shown that IHC in tissue and PCR in blood samples was the most effective method to
diagnose the disease. For the quick and accurate diagnosis of bovine tuberculosis, rather
than the superiority of diagnostic methods it is more suitable to talk about the
complementarity of these methods. Further studies are urgent to have precise information



about the utility of the method based on the theory of detecting agent components in buffy-
coat.

Keywords: Mycobacterium bovis, IHC, ICC, PCR, ZN, histopathology, clinical diagnosis,
diagnosis from peripheral blood,



GIRIS

Diinya iizerinde ve iilkemizde yaygin bir hastalik olan sigir tiiberkiilozu zoonotik 6nemi
nedeniyle insan sagligini da ilgilendirmektedir (1). Diinya {izerindeki insan niifusunun tigte
birinde latent tiiberkiiloz saptanmasi (2) ve insan tiiberkiilozu vakalarinin gelismekte olan
tilkelerde %7-8’e varan oranda sigir kokenli olmasi, hastaligin yayginligi ve hayvan kdkenli
tiiberkiilozun hem hayvan hem de insan sagligina bir tehdit olmasi bakimindan 6nemlidir (3).
Arkeolojik ¢aligmalarda bildirilen 500.000 y1l 6ncesine ait insan kafatasinda insan tiiberkiilozu
varligina yonelik bulgular mevcuttur (4) ve hastalik etkeni ilk kez 1882’de Alman
mikrobiyolog Robert Koch tarafindan gosterilmistir (5). Pastorizasyon ve yogun eradikasyon
programlarinin sonucu olarak pek ¢ok iilkede sigir tiiberkiilozu ve sigir kdkenli insan
tiiberkiilozu kontrol altina alinmigtir. Sigir tiiberkiilozu, Mycobacterium bovis etkeni
tarafindan olusturulur ve genellikle kronik solunum sistemi problemlerine sebep olur. Bakteri,
comak sekilli, aside direngli, Gram pozitif ve aerobiktir. Bakteri, duvarinda daha yogun
olmakla beraber yiiksek oranda lipid igerir (6,7). Etken sindirim, solunum yoluyla ve derideki
yaralardan viicuda girerek bolgesel lenf yumrularina gider ve konagin bagisiklik durumuna
gore biitlin viicuda yayilabilir, orada sinirli kalabilir veya ortadan kaldirilabilir (8-10). Olusan
hastalik ¢ogunlukla kronik zayiflama ve solunum yolu semptomlari ile karakterizedir (1,11).
Hastaligin klinik tanisi intradermal tiiberkiilin testi, gamma interferon testi ve solunum
sekresyonlari, siit, idrar, digki gibi numunelerden hazirlanan frotilerin ZN boyamasinda
asidorezistans basillerin goriilmesi veya kiiltiir ile miimkiindiir. Postmortem tani, tipik
tiiberkiillerin goriilmesi, doku numunelerinden hazirlanan preparatlarin natif muayenesinde
basillerin goriilmesi, rutin histopatolojide tipik granulom yapisinin goriilmesi; basilin kiiltiir ve
identifikasyonu, taze veya formalinde tespit edilmis dokularda PZR ile etkenin varliginin
gosterimi ile miimkiindiir (1, 12, 13). Hastaligin tedavisi hayvanlarda uzun siire ve maliyet
gerektirdigi i¢in tercih edilmemekte, miicadele etkeni tasiyan bireylerin tespit edilip elimine
edilmesi seklinde yapilmaktadir. Dolayistyla hastaligin klinik tanis1 daha da 6nem
kazanmaktadir. Mevcut klinik tan1 yontemleri (tiiberkiilin ve gamma interferon testi) bireyin
normal hiicresel immun yanit1 sayesinde sonu¢ vermekte, bagisiklig1 baskilanmis bireylerde

Ise yanlig tantya yoneltmektedir (14-16).



Bu ¢alismada farkli ¢iftliklerde tiiberkiilin deri testi ile pozitif bulunan 26 adet 2 yas tizeri
ve 4 adet 2 yas alt1 ineklerden olusan 30 adet sigir, deney grubunu olusturdu. Mezbahada rutin
olarak kesilen 2 yas alt1, klinik belirti ve makroskobik lezyon gostermeyen 30 adet dana ise
kontrol grubunu olusturmak tizere toplam 60 hayvana ait doku ve kan 6rnekleri kullanilmistir.
Deney ve kontrol grubuna ait hayvanlarin kesimi sonrasi kanin drneklenmesini takiben
dokular da alinmistir. Toplanan kan 6rneklerinin santrifugasyonunu takiben ayrilan 16kosit
katmaninda PZR ve bu katmandan hazirlanan frotilere ISK uygulanmistir. Taze dokularda
PZR, formaldehitte tespit edilmis dokulardan hazirlanan parafin blok kesitlerinde ise HE, ZN
ve IHK metodu ile boyama yapilmistir.

Etkenin varliginin periferik kanda saptanabilmesi tiiberkiilin duyarlilik testi veya gamma
interferon gibi testlerin elverisli olmadig1 durumlarda kullanilabilecek alternatif bir tani
yontemi olarak diisiiniilmektedir. Tiiberkiilin duyarlilik testi veya gamma interferon gibi halen
uygulanan tan1 yontemleri hiicresel bagisikligi normal sekilde galisan enfekte bireylerde sonug
vermekte, bagisiklik diizeyi yetersiz olanlarda ise yaniltici olabilmektedir (11,13). Bagisiklik
diizeyi yetersiz hayvanlarda hastaligin siklikla generalize formda seyrettigi ve bakteriyel
sacilimin yiiksek oldugu diisiiniilecek olursa, bunlarin tespit ve eliminasyonu 6nem
kazanmaktadir. Klinik 6rneklerden yapilan izolasyon ve identifikasyon islemi i¢in uzun
stirelere ihtiya¢ duyulur. Buna karsin PZR ise etkenin niikleik asidinin saptandigi hizli bir tan
yontemi olup, bu yontemin sigir tiiberkiilozunun tanisinda kullanilmasi tani siiresini
kisaltmaktadir. Bu tez ¢aligmasi sirasinda yapilan IHK ydntemiyle dokularda ve kandaki
16kositlerde mikobakteriyel antijenler gosterilerek, etkenin doku ve hiicre i¢i lokalizasyonu

arasinda uyuma bakilmistir.

Hastaligin tipik ancak patognomonik olmayan tiiberkiil yapist mikobakteriler digindaki
nedenlere (paraziter, bakteriyel ve tiimoral vb) bagli olarak da sekillenebilmektedir. Etkene
spesifik mikobakteriyel niikleik asidin ve antijenin gosterimi ile bu lezyonlarin hangi oranda
mikobakterilere bagli olarak sekillendigi ortaya konmus, boylece hastaligin tanisinda siklikla
kullanilan makroskobik muayenede tiiberkiillerin gozlenmesi olgusunun ne kadar giivenilir
olduguyla ilgili veriler de elde edilmistir. Calisma, kan ve dokunun beraber olarak
incelendigi, farkli tan1 yontemlerinin sigir tiiberkiilozu tanisinda kullanildigi 6zgiin bir

calismadir. Periferik kanda mikobakteriyel niikleik asidin gosterilerek yapildigi tiiberkiiloz
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tanisi ¢aligmalar1 insanlarda denenmistir (17-22). Sigir tiiberkiillozunun tanisinda bahsi gegen
yontemlerden PZR ve IHK dokularda kullanilmistir ancak periferik kanda denenmemistir (23,
24). Sunumu yapilan bu tez ¢alismasinda, hastalik etkeninin kanda tespit edilebilirligi ortaya
konmus, bu yonde farkli tan1 yontemlerinin etkinligi karsilastirilmistir. Calismadan elde
edilen sonuglarin, sigir tiiberkiilozu konusunda yalnizca tilkemiz i¢in degil diger iilkeler i¢in

de aydinlatici olacag diistiniilmektedir. Yapilan bu ¢alisma;

1. Sigir tiiberkiilozunun canli hayvanlarda hizli tanisi igin etkenin varliginin ve

lokalizasyonunun molekiiler ve sito-histopatolojik yontemler kullanarak gostermeyi,

2. Tiberkiilin deri testi ve makroskopik muayene gibi klinik ve mezbaha kosullarinda
gergeklestirilen tan1 yontemlerine alternatif bir yontem olusturarak hayvan ve insan
saglhigini tehdit eden si1gir tiiberkiilozu ile miicadelede erken ve giivenilir tan1 yontemi

gelistirmeyi,

3. Hastalik etkenine ait bilesenlerin kanda tespit edilebilirligi ve dokudaki lezyonlar ile

iligkisinin ortaya konmasi ve

4. Hastaligin patogenezini anlamada 6nemli verilerin elde edilmesini amaglamaktadir.



GENEL BiLGILER

1. TANIM

Tiiberkiiloz, hayvan ve insanlarda Mycobacterium cinsi bakteriler tarafindan olusturulan
siklikla solunum yollarinda problemlere yol acan kronik bir hastaliktir. Sig1r tiiberkiilozu

etkeni Mycobacterium bovis’ tir (1).
2. TARIHCE

Eski bir hastalik olan tiiberkiiloz, tiim diinyada 6nemli medikal problemlere ve ekonomik
kayiplara neden olur. Diinya iizerindeki insan niifusunun {igte birinde latent tiiberkiiloz
goriildiigi bildirilmektedir (2). Tarihgesi 500000 y1l 6ncesine kadar giden tiiberkiiloz
hastaliginin sigirlara toprakta mevcut saprofit mikobakterlerden gectigi ve hastalik
olusturdugu diistiniilmektedir. Tiiberkiiloz hastalifinin insanlara bulagmasinin, insanligin
yerlesik yasama ge¢cmesi, hayvan evcillestirme ve bir arada yasama siirecinin baslamasi ile
olustugu tahmin edilmekteydi ancak son yapilan filogenetik caligmalar bu teoriyle
uyusmamakta, insan tiiberkiiloz etkeninin, sig1r tiiberkiiloz etkeninden ¢ok daha dnce ortaya
ciktigin1 gostermektedir (23). Hastalik, tarih boyunca farkli sekillerde yorumlanmis, pek ¢cok
insan ve hayvan o6liimiine neden olmustur (25, 26). Hastaligin etkeni ilk kez 1882 yilinda
Alman mikrobiyolog Robert Koch tarafindan tanimlanmistir (5). Diinya {izerinde her y1l 2-3
milyon insan tiiberkiiloz nedeniyle 6lmekte ve 8 milyon insan da hastaliga tutulmaktadir (27).
Gelismekte olan tilkelerde insan tiiberkiilozu vakalarinin %7-8’e varan oranda s1gir kokenli

oldugu bildirilmektedir (3).

Avrupada 1953-1980 yillarinda yapilan eradikasyon ¢aligmalari sonucunda hastalik
onemli 6l¢iide 6nlenmis, daha sonraki on yil igerisinde sporadik vakalar bildirilmistir. Ancak
1991 yilinda Ispanya (%10,8), Fransa (%0,3), irlanda (%8,8), Yunanistan (%0,3), Italya
(%3,7) gibi Avrupa Birligi tilkelerinde yliksek prevalanslar bildirilmistir. Bunun {izerine iliye
ilkelerin katilimiyla olusturulan komisyon 1996 yilinda karar almis ve siiriilerdeki
hayvanlarinin %99,9’unda 10 yil siire ile tuberkiiloz ari bulunan iilkeler tiiberkiilozdan ari

saytlmistir. Uluslararas1i Hayvan Hastaliklar1 Ofisi (OIE) ise hastaligin taranmasinda pozitif
4



hayvanlarin toplam siirii varliginin %0,2’sini gegmeyen {ilkeleri tiiberkiiloz ari kabul

etmektedir (28).

Tiirkiye’de sigir tiiberkiilozu iizerine ¢aligsmalarin 1900’1 yillarda bagladigi
bildirilmektedir. Tiirkiye, OIE tarafindan tiiberkiilozun bulundugu iilkeler arasinda kabul
edilmektedir. Ulkemizde sigir tiiberkiilozu konusunda bilimsel ¢alismalar (29-33) ve vaka
bildirimleri (34-38) bulunmasina ragmen, hastaligin insidensi ve ger¢ek boyutlar1 konusunda

kapsamli aragtirma ve giincel bilgiler bulunmamaktadir (39).
3. ETIYOLOJI

Mikobakteriler, Actinomycetales takimmnin mycobacteriacea ailesinde
siiflandirilmaktadir. M.tuberculosis ve M.avium kompleksleri, diger patojen mikobakteriler
ve saprofitik mikobakterileri iceren mikobakteri cinsi, comak sekilli, aside dayanikli, Gram
pozitif, acrobik bakterilerdir (5, 6). Hiicre duvarlarinda daha yogun olmakla beraber, bu
bakteriler lipidler yoniinden oldukg¢a zengindir. Patojenik ve immunolojik 6zellikleri nemli
6lgiide bu lipid yogunlugundan kaynaklanir. Bakterilerin yiizeylerindeki peptidoglikan ve
glikolipidler; koloni karakterini, serolojik spesifiteyi, bakteriyofaj duyarliligini ve fagositoza
dayanikliligini belirler. Bakterinin hiicre duvar1 komponentlerinden elde edilen otolizatlarin,
ndtrofil hareketini baskilayici, mitokondriyel aktiviteyi bozucu, hiicresel bagisiklig
tetikleyerek granulom olusturucu 6zellikleri vardir. Yapilarindaki stilfolipidler ve fosfatidil
inositol mannozid; oksijen radikallerini baskilar, fagolizozom olusumunu o6nler, fagositoz
sirasinda oksijen radikallerinin etkinligini azaltarak bakteriyi fagositoza direncli kilar. Hiicre
duvarindaki mikobaktinler demir baglamada gorevlidir. Tiiberkiilin, bakteriyel biiylime
sirasinda ortama salinan peptitlerdir ve viicutta gecikmis duyarlilig: tetiklerler. Bakteri
duvarindaki mikolik asidin, antibiyotiklere kars1 dayaniklilikta dnemli yeri vardir. Kiiltiir
ortaminda ¢ogaltmak i¢in yumurta bazli kat1 besiyeri olan Lowenstein-Jensen besiyeri ve bazi
s1vi besiyerleri de kullanilmaktadir. Generasyon siiresi 12 saat ve lizerindedir, kolonilerin
goriiniir hale gelmesi haftalar alir. Genel olarak M.avium kompleks grubuna ait tiirler
M.tuberculosis kompleksine ait olanlardan daha hizli tirerler (6, 8, 11). M.tuberculosis,
M.canettii, M.africanum oncelikli olarak insanlarda, M.bovis sigirlarda, M.caprae kegilerde,

M.pinnipedii foklarda, M.microtii kemirgenlerde, M.avium kanatlilarda, M.avium subsp.
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paratuberculosis ruminantlarda, M.avium subsp. hominisuis domuz ve ruminantlarda,

M.marinum ise baliklarda patojen tiirlerdir (7, 8).

Mikobakteriler, pek ¢ok antimikrobiyel maddelere, bakteriyostatik boyalara,
dezenfektanlara ve kurumaya dayaniklidir. Toprakta uzun siire canli kalirlar. En ¢ok fenolik
dezenfektanlardan etkilenirler. Giines 15181, ultraviole 151k ve pastorizasyon sonucunda oliirler

(12).
4. EPIDEMiYOLOJi

Bakterinin kaynagi, tiiberkiilozlu bireylerdir. Yabani hayvanlarin hastalik rezervuari
olarak dnemli yeri vardir (3, 6, 12, 40). Yabani ruminantlar, yabani domuz, sansargiller,
deve, fil, tapir, kemirgenler, kostebek, rakun, kedigiller gibi genis bir tiir listesinde etken
izolasyonu yapilmistir (14, 41, 42). Porsuk, feret ve Avustralya posumlarinin hastaligin evcil
hayvan-yabani hayvan bulasma dongiisiinde rolii biiyiiktiir. Ingiltere’de yogun dnlemlere
ragmen evcil hayvanlarda hastaligin sonlandirilamamasi sonrasinda kaynagin yaban hayat
oldugu diisiliniilmiis ve porsuklarda yapilan incelemeler sonucunda etkenin, evcil hayvanlara
porsuklardan siirekli tagindig1 saptanmustir (8, 40, 43-45). Ulkemizde de yaylacilik

geleneginin sonucu olarak hastaligin yaban-evcil dongiisli tamamlanmaktadir (46).
5. BULASMA VE PATOGENEZ

Mikobakteri; damlacik, diski, idrar, genital akintilar, siit araciligiyla solunum ve sindirim
yolundan bulagir. Deri, plasenta ve kanatlilarda ovaryumlardan bulagma nadir rastlanan
durumlardir. Hastaligin annede sistemik bir gelisme gosterdigi durumlarda buzagilarda
intrauterin enfeksiyon goriilmiistiir (6). Sigir tiiberkiilozunun yogun goriildiigii bolgelerde,
insanlarda da ¢ig siit ve liriinlerinin tiikketiminden kaynaklanan tiiberkiiloz olgulari
goriilmektedir. Ayrica mezbaha ¢aliganlar: ve kontamine materyalle direk temasta bulunan
meslek gruplarindaki insanlarda deride lezyonlar gozlenmektedir (3, 8). Bulasma yolu
hastaligin sekillendigi organla baglantilidir. Sigirlarda bulasma daha ¢ok damlacik seklinde
solunum sistemi yoluyla olur. Sindirim yoluyla enfeksiyon i¢in genellikle daha yogun dozlar
gerekmektedir (8). Lezyonlarin viicuttaki dagilimi bulagma yoluna ve immuniteye goére

degismektedir. Sigir tiiberkiilozunda lezyonlar ¢ogunlukla solunum sistemi ve ilgili lenf
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diigiimlerinde (retrofaringeal, bronsiyal ve mediastinal) sinirl kalmaktadir (9, 10). Lezyon
gosteren sigirlarin %10-20 sinde akciger lezyonlar1 gézlenmekte ve bunlar 6zellikle de kaudal
loplarda yerlesmektedir. Bagirsak ve mezenteriyel lenf yumrularinda tiiberkiil ve kaze6z
tilser oral bulagsma veya bakteri igeren solunum sekretlerinin yutulmasina isaret eder.
Karacigerdeki tiiberkiiloz tutulumu ise hematojen yayilima veya intrauterin enfeksiyona isaret
eder. Tiiberkiiller, 1-40 mm ¢apinda, cogunlukla bag dokudan olusan kapsiille ¢evrelenmis,
sinirlart belirgin, sari-kazedz, nekrozlu veya mineralize, granulomat6z yangisal odaklardir.
Tiberkiillerin tipik mikroskobik goriintiisii merkezde kazeifiksayon nekrozu, etrafinda
mononiikleer yang hiicreleri ve dev hiicrelerinin (Langhans tipi dev hiicresi) bulunmasidir.
Kazeifikasyon nekrozunun olusmasinda, aktif makrofajlardan salinan matriks
metalloproteinazlarin énemli rolii oldugu bildirilmistir (8).

Miik6z membranlardaki bakteriler, yiizeylerinin opsoninlerle kaplanmasi sonucunda
bolgesel makrofajlar tarafindan fagosite edilir (15). Primer organda (akciger ve bagirsak)
lezyon gozleniyor ve bolgesel lenf yumrularinda da lezyon sekillenmiyorsa ‘primer kompleks’
olarak isimlendirilir. Viicudun bagisiklik durumuna gére etken dmiir boyunca burada sinirli
kalabilir, diger organlara yayilabilir, kapsiille cevrelenip latent hale gecebilir (8, 47).
Reenfeksiyon durumlarinda etkenin lenfojen yayilimi bellek hiicrelerinin etkinligi sonucunda
smirlandirilir. Reenfeksiyon genellikle primer kompleksin aktif hale gegmesi ve etkenin
makrofajlar icerisinde hematojen yolla viicuda yayilmasi seklinde olur. Bu durum milier
tiiberkiiloz seklinde goriintimiin olusmasina neden olur. Reenfeksiyonlarda hastalik daha ¢ok
doku nekrozlariin yogun oldugu lezyonlarla seyreder. Bakteriyi fagosite eden makrofajlar
bolgeye diger mononiikleer hiicrelerin ¢cagrilmasina yarayan sitokinleri (tiimdr nekroz faktori
(TNF)-a, C-C kemokinleri) ve mikobakterilere kars1 bagisiklikta 6nemli yeri olan interferon
gammanin CD4" Th-1 hiicreleri tarafindan salinimina sebep olan IL-12 iiretirler. Interferon y
tireten lenfositler, hiicresel bagisikligin gostergesidir. Nitekim, enfeksiyonu takiben 18-24.
giinlerde kanda interferon vy yiikselisi tespit edilebilir. Interferon y ve TNF- o tiiberkiil
olusumunda sinerjik olarak calisirlar (8, 10, 48). Salinan sitokinlerle aktive olan makrofajlarin
mikobakterileri fagositozla dldiirme kapasiteleri artar. Immun sistem, bakteriyi fagosite etmis
makrofajlari, hiicrenin salgiladig: ‘stres proteinleri’ araciligiyla tanir. Bazilari hiicrede

normalde de bulunan, bazilar1 ise hipertermi, oksidatif stres, agir metallerin etkisinde kalma,



enfeksiyodz etkenler gibi hiicre i¢in anormal kosullara yanit olarak hiicre tarafindan salgilanan
stres proteinleri, hiicrenin reseptdr yapisini veya proteinlerinin katlanma 6zelliklerini
etkilemektedir. Mikobakterilere kars1 yanitta her ikisi de makrofaj tlirevi olan epiteloid
hiicreler ve dev hiicreleri 6ne ¢ikan hiicrelerdir (6, 10). Makrofaj etkinligi sonucu olusan

kazeifiye nekrotik alanlarda bakteri iireyemez ve latent sekilde kalir (8).

Etkili bir hiicresel immun yanit mikobakterilerin etkisiz hale getirilmesinde ¢ok 6nemlidir.
Ancak mikobakterilerin immun yanittan kagmada etkili mekanizmalari vardir. Bakterinin
hastalik olusturabilmesi i¢in reaktif nitrojen ve oksijen iiriinlerine, hipoksiye, diisiik pH’ya,
besinsizlige ve bakteri duvari hasarma kars1 dayanmasi gerekmektedir. Oncelikle bakteri
duvarlarindaki kalin mumsu tabaka fagositoza direngte etkilidir. Viriilent suslarin fagozom
icerisindeyken sitoplazma igerisine gegebilme kabiliyeti vardir (40). Bakteri, fagolizozom
olusumunu da engellemektedir. Sahip oldugu siiperoksid dismutaz enzimleri ile oksidatif
hasardan korunur. Bakteriler ‘iki bilesenli sistem’ (two compound system) sayesinde gevresel
degisimlere uyum saglarlar. Bu mekanizmada gesitli sigma faktorler gorev alir. Sigma
faktorleri, prokaryotik hiicrelerde RNA polimeraz enziminin gen promotorlerine baglanmak

suretiyle transkripsiyonu baslatan faktorlerdir (7).
6. KLINIK TABLO

Hastaligin klinik semptomlar1 oldukga farklilik gostermektedir. Pek ¢ok olguda kronik
seyretmekte ve yaygin organ tutulumuna ragmen belirgin bir semptom gdostermemektedir.
Akciger tutulumunda siklikla dispne, oksiiriik ve hatta ileri asamada siddetli lenfadenopati
nedeniyle solunumun engellenmesi gozlenebilir. Sindirim sistemi tutulumunda ise aralikl
ishal ve siklikla konstipasyon gozlenir. Hastaligin ileri asamasinda siddetli kaseksi ve

solunum depresyonu olusabilir. Genital kanal tutulumu nadir de olsa sekillenebilir (1, 11).
7. TEDAVI VE KORUNMA

Insan tiiberkiilozu, 1940 11 y1llarda isoniazidin bulunmasiyla énemli dl¢iide tedavi
edilmistir. Daha sonra hatali ilag¢ kullanimlar1 ve toplumsal gogler sonucu M. tuberculosis’in
antibiyotiklere direngli suglar1 olugsmustur. Giincel olarak insanlarda isoniazid, rifampisin,

ethambutol, pyrazinamid isimli antibiyotikler 6-12 ay siireyle kullanilmaktadir (15, 25).
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Hayvanlar ise uzun tedavi siireci ve maliyeti nedeniyle genellikle tedavi edilmeyip kesime
gonderilmektedir. Bu ylizden hayvanlarda tani, tedavinin oniine gegmektedir. Asilamalar
insanlarda 6nemli 6l¢iide koruma saglamaktadir. Bunun i¢in zayiflatilmis M.bovis olan
Bacille-Calmette Guarin (BCG) asis1 kullanilmaktadir. Asilamanin insanlardaki etkinligi
cevresel mikobakteri varligiyla iligkili olarak cok degiskenlik gostermektedir. Ingiltere’de
%75’ e varan koruma oranina karsin Giliney Hindistan’da %0 seklinde bir oran bildirilmektedir.
Sigirlarda da insanlardaki as1 korumasinda benzer bir durum séz konusudur. BCG agisinin

yaninda WAg500 ve WAg501 gibi M.bovis 'in zayiflatilmis farkli suslar1 da denenmistir (49).
8. TANI

Tiiberkiiloz tanisi tek bir yontemle giivenilir sekilde konulamamaktadir (50, 51). Klinik
semptomlar ve nekropside tipik tiiberkiil gozlenmesi taniya yardimci olabilir. Canli
hayvanlarda tanida rutinde kullanilan iki yontem mevcuttur. Bunlar tiiberkiilin deri testi ve
gamma interferon testidir (1, 12, 13). Ayrica hastaliin serolojik tanisina yonelik caligmalar
(52) ve ticari tirinler (BovidTB Stat-pak®Assay, Chembio Diagnostic Systems, New York,
USA) bulunmaktadir. Tiiberkiilin testi deri icerisine saflastirilmis protein derivati enjekte
edilerek yapilir. Enjeksiyon dncesinde ve enjeksiyonu takiben 72. saatte yapilan deri kalinligi
Ol¢iimleri ve aralarindaki farkin yorumlanmasina dayanan test, immiinolojik agidan “gecikmis
tip asirt duyarliligin® bir sonucudur. Test, aktif veya latent tiiberkiilozu ayirt edememekte
sadece bireyin enfekte olup olmadigi hakkinda bilgi vermektedir. Yanlis negatif ve pozitif
sonuglar gozlenebildiginden bazi sorunlara neden olabilir. Ornegin test, hastaligin erken
donemlerinde, ya da bagisiklig1 baskilanmis bireylerde yanlis negatif, diger adi bakterilere
veya patojen olmayan mikobakterilere kars1 reaksiyon nedeniyle de yanlis pozitif sonug
verebilir (5§3). Diger tan1 imkan1 olan gamma interferon testi, test edilecek canli hayvandan
alinan kandan 16kositlerin izole edilip hiicre kiiltiiriinde Mycobacterium bovis antijenine maruz
birakilmasi sonucu, 16kositler tarafindan tiretilen gamma interferonun dl¢iimiine dayanir.
Bahsedilen her iki test de bireyin etkene kars1 aktif bir bagisikliginin olmast durumunda
kullanilabilmektedir (11, 13). Immun sistemi baskilanmis bireylerin, generalize tiiberkiiloz
hastas1 olmasina ragmen her iki testte de negatif sonug verdigi durumlarla karsilagilmaktadir.
Ornegin, edinsel immun yetmezlik sendromlu (AIDS) insanlarin tiiberkiiloza yatkin oldugu ve

klinik testlere siklikla yanlis negatif yanit verdikleri bildirilmektedir (14-16). Bu durumda
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etkenin kendisinin veya bir komponentinin gosterimi tanida 6nem kazanmaktadir. Solunum
salgilari, lezyonlu dokular, siit ve idrardan hazirlanan preparatlarda ZN boyamada basilleri
gormek miimkiin olabilir ancak bu yontemin hassasiyeti oldukca diisiiktiir. Makroskobik
lezyon goriilen dokularda histopatolojik incelemede tipik granulom yapisin1 gérmek ve yine
doku kesitlerine ZN boyama yapildiginda mavi zemin tizerinde kirmizi-pembe basilleri
gormek teshise yardimci olur. Ancak, tiir spesifikasyonu agamasinda ve az sayida basilin
bulundugu durumda (pausibasiller enfeksiyon) tani yetersiz kalabilir (54, 55). Latent faza
gecen mikobakterilerin duvar yapisindaki degisimler de ZN boyamanin giivenilirligini
azaltmaktadir (56). Ayrica etken floresan boyalar (rodamin ve oramin) ile de boyanir (11).
Bununla beraber, bu boyalarin kullanildig1 yontem rutin tanida pek kullanilmamaktadir.
Etkenin, bahsi gecen klinik 6rneklerden kiiltiirii miimkiindiir fakat inkiibasyon siiresinin
uzunlugu nedeniyle kullanish degildir (1, 6, 50, 56). Son zamanlarda yar1 otomatize
BACTEC 460 sistemi gibi radyometrik kiiltlir yontemi ile de klasik kiiltlir yontemlerine gore
daha hizli tan1 miimkiindiir. Bu yontemde, bakteriyel biiyiime ortamina katilan radyoaktif
karbon-14 (**C ) igeren palmitik asitten, bakteriyel iireme sonucu agiga ¢ikan “*CO,
Olciilmektedir. Sistem oldukca duyarli ve hizli, ancak mikotik kontaminasyonlara agiktir
(12). Immunohistokimya ile mikobakteriyel antijenlerin gdsterimi miimkiindiir ve rutin
histopatolojiye gore daha giivenilir bir yontemdir. Bakteriyel niikleik asidin gdsterimi ile tan1
i¢in PZR yontemi kullanilabilir. Dokuda niikleik asit gdsterim yontemlerinden bir digeri ‘/n
situ hibridizasyon (ISH)’dur. Y®éntem, aranan niikleik asidin dokuda lokalizasyonunu
gostermeye yarar. Yontemin optimizasyonu zor olsa da fazla laboratuvar donanimina ihtiyag
duyulmamasi nedeniyle avantajlidir. ISH veya floresanla isaretlenmis problarla yapilan ISH,

mikobakteriyel enfeksiyonlarin teshisinde kullanilmaktadir (55, 57-60).

Tiiberkiiloz tanisinda yukarida agiklanan yontemlerden bazilarinin uzun zaman
gerektirmesi, bazilarinin ise etkenin sayisi az oldugunda ve immun sistemi zayif hayvanlarda
kullani1ldiginda hatali sonug vermesi goz oniine alindiginda, tan1 yontemlerinin eksikligini
gidermeye yonelik ¢alismalara ihtiya¢ duyulmaktadir. Buna ek olarak yontemler arasindaki
uyumsuzluk, tutarsizlik tiiberkiilozun tanisinda alternatif yontemler kullanmay1 zorunlu

kilmaktadir (61).
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9. IMMUNOHISTOKIMYA

[HK spesifik bir antijenin, antijen-antikor baglanmasi esasina dayanarak, doku veya
hiicrede gosterilmesine yardimct olur. Geg¢misi, Coons’un 1940 yilinda dondurulmus
dokularda immunofloresan ydéntemi uygulamalarina dayanan IHK ydntemi, siirekli
gelistirilmis ve glincel halini 1990’1arin basinda almistir.  Antikorlarin enzimlerle
isaretlenebilmesiyle incelemenin normal 151k mikroskobunda yapilmasi miimkiin hale
gelmistir. Antikorlar, plazma hiicreleri tarafindan, belli bir antijene kars1 liretilen, hafif ve
agir olmak iizere iki zincirden olusan protein yapida molekiillerdir. Antijen ise ¢cogunlukla
protein veya karbonhidrat yapida, organizmaya yabanci1 kompleks molekiillerdir. THK
yonteminde monoklonal veya poliklonal antikorlar kullanilmaktadir. Poliklonal antikorlarin,
bir antijen iizerindeki birden fazla epitopu tanima 6zelliginden dolay: sensitiviteleri yiiksek
ancak spesifiteleri diisiiktiir. Bu nedenle, IHK y&nteminde istenmeyen, nonspesifik
boyanmalar1 6nlemek i¢in boyanacak doku kesitinde protein blokaji, enzim inhibisyonu
yapilmasi gereklidir. Aranan antijene spesifik antikorlarin 151k mikroskobunda goriilebilmesi
i¢in isaretli molekiillerin kullanilmas gerekir. Isaretleme dogrudan aranan antijene spesifik
antikorun (primer antikor) kendisine veya primer antikora spesifik diger bir molekiile
(sekonder antikora veya 6zel bir molekiile) uygulanabilir. Isaretleme isleminde hidrojen
peroksidaz, glukoz oksidaz, alkalen fosfataz enzimleri kullanilmaktadir. Bir dokuda birden
fazla antijen gosterilmek istendiginde isaretlemede farkli enzimler kullanilmaktadir. Alkalen
fosfataz siklikla kullanilan peroksidaz enziminin alternatifidir. Farkli enzimlerin farkli renk
veren substratlar1 olmasi nedeniyle farkli antijenler ayni kesit lizerinde goriiniir hale
gelmektedir. Indirekt saptama (isaretli sekonder antikor veya molekiil kullanilmasi) primer
antikorun daha diisiik konsantrasyonlarda kullanimina olanak saglamasi, antijen-antikor
baglanmasini daha belirgin, ¢ogaltarak gostermesi ve sekonder basamagin farkli antijenlere
spesifik primer antikorlarla kullaniminin pratik olmasi nedeniyle daha fazla tercih
edilmektedir. Aranan antijenin saptanmasinda peroksidaz-antiperoksidaz (PAP), avidin-
biotin konjugasyonu (ABC), biotin-streptavidin (BSA), polimer tabanli sistemler, Tiramin
Sinyal Amplifikasyonu (TSA), protein A, isaretli antijen gibi farkl: sistemler kullanilabilir.
Bu sistemlerden biotin tabanli ¢alisanlari, endojen biotin nedeniyle nonspesifik boyanmalara

yol agabilmektedir. Polimer tabanli ¢alisan sistemlerin, kullanilan molekiillerin biiyiik olmas1

11



ve doku penetrasyonunda sikint1 yagsanmasi nedeniyle sensitivitesinin diisiik oldugu
belirtilmektedir. Ancak daha kii¢iik polimerler kullanilarak denenen sistemler
(PowerVision®, ExposeKit®, Envision®) sayesinde bunun dniine ge¢ilmis ve oldukea basarili
sonuglar alimmigtir. Polimer tabanli sistemler ¢ok sayida enzim ve antikorun primer antikora
baglamasi ve dolayisiyla daha siddetli substratin aktive olmasi nedeniyle daha parlak sinyal
alinmasina yarar. Tespit, antijenlerin agiga ¢ikarilmasi, endojen molekiillerin inhibisyonu,
primer antikor-antijen baglanmasi, sekonder molekiillerin baglanmasi, enzim-substrat
reaksiyonu, zemin boyama agsamalarini igeren immun boyama yontemi, formaldehitle tespit
edilmis parafine gdmiilmiis dokulara, dondurulmus dokulara ve sitolojik preparatlara
uygulanabilmektedir. Tespit solusyonu olarak formaldehit tercih edilmektedir. Antijenlerin
aci18a cikarilmasinda enzimatik yontem ve tampon ¢ozeltide 1s1 uygulamasi seklinde farkli
yontemlerden ikincisi daha fazla tercih edilmektedir (61, 62). IHK, yaygin olarak tiimorlerin
tiplendirilmesi amactyla kullanilmakla birlikte doku ve hiicrelerin antijenik yapilarinin ortaya
kondugu temel bilimsel ¢calismalarda, infeksiyoz etkenlerin tanisinda da yardimci olmaktadir
(61-66). Mikobakteriyel antijenlerin gosteriminde de IHK ydntemine bagvurulmaktadir (67-
71). Aranan etkene ait antijenlerin doku veya hiicre i¢indeki lokalizasyonunun gosterilmesi

hastaligin patogenezinin anlagilmasinda énemlidir (55).

DAKO EnVision™ 2-Step-Detektion System

® Enzyme (HRP or AP)
Dextran-Polymer and
7N Sekondary Antibody (Goat Anti-Mouse or Anti-Rabbit)

= Primary Antibody

A A a
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Sekil-1: Polimer tabanli IHK reaksiyonunun ilustrasyonu
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10. IMMUNOSITOKIMYA

ISK spesifik bir antijenin kendisine &zel antikorlar yardimiyla hiicrelerde gdsterilmesine
dayanan bir yontemdir. Siklikla es anlaml1 kullamlan ISK ve IHK, prensip olarak benzer
calisir. Fark olarak doku yerine hiicre kiiltiirii veya siispansiyonlarinda spesifik antijenin
aranmast belirtilebilir. ISK’da dokularda oldugu gibi uzun bir fiksasyon veya takip siiregleri
gerekmemektedir. Ancak, siklikla efiizyonlarin incelenmesi ve neoplazi tanisinda kullanilan
ISK y6nteminde proteindz drneklerle ¢alisildig1 ve nonspesifik reaksiyon ihtimalinin yiiksek
olmas1 nedeniyle orneklerin 6n islemesi 6nem kazanmaktadir. Nitekim, hiicresel 6rnekler froti,
sitospin, hiicre blogu, Thin-prep gibi farkl sekillerde hazirlanabilen yontemleri irdeleyen
caligmalar bulunmaktadir (72, 73). Adeziv lam ylizeyine tutunan hiicrelere antikorlarin
etkimesinde ekstraseliiler sivi ve membran gegirgenliginin 6nemi vardir. Bu nedenle
materyal daha 6nceden, deterjan (Tween-20 veya Triton X-100) veya organik fiksatiflerle
(aseton, metanol, etanol) muamele edilir. Hiicrelerden hazirlanan bloklarda, normal doku
takibi uygulandig1 i¢in ilave olarak penetrasyon asamasina ihtiyag duyulmaz. ISK’da da,
[HK’da oldugu gibi, peroksidaz-protein blok, antijenlerin aciga ¢ikarilmasi, primer antikor,
sekonder antikor ve deteksiyon sistemi asamalar1 bulunmaktadir (74). Daha ¢ok neoplazilerin
hizli tanisinda basvurulan ISK yontemi insanlarda, lenf yumrusu aspiratlarinda tiiberkliiloz

tanisinda da kullanilmistir (75).
11. POLIMERAZ ZiNCIR REAKSIYONU

PZR olduk¢a az miktarda niikleik asitin bulundugu numunelerde bile kullanilabilen hizli,
giivenilir bir tan1 yontemidir ve mikobakteriyel enfeksiyonlarin tanisinda kullanilmaktadir (76-
78). Ancak aranan niikleik asidin dokudaki lokalizasyonunu gostermede eksik kalan PZR

yontemi, gerektirdigi laboratuvar donaniminin maliyeti ile pahali bir yontemdir.

PZR uygun sicaklik ve enzimatik ortamin saglanmasiyla, hedef niikleik asidin kisa siirede
yiiksek miktarlarda elde edilmesini saglayan bir yontemdir. Olduk¢a az miktarlarda niikleik
asit iceren Orneklerde ¢aligilirken avantaj saglayan yontem, aranan molekiiliin dokularda
yerlesimi hakkinda bilgi verememektedir. PZR isleminde hedeflenen niikleik asit dizisinin
cogaltilmasini saglayan primer niikleotid dizileri kullanilir. Tekrarlayan 1sitma ve sogutma

dongiilerinin sonucunda, diizenlenmis (niikelik asit dizisi bilinen) primerlerin rehberliginde
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ortama eklenen niikleotidler kullanilarak hedeflenen genetik dizi yiiksek miktarlarda ¢cogaltilir.
Kullanilan enzimlerin 1siya dayanikli olmasi gerekir. 1k kez 1983 yilinda uygulanan PZR
yontemi giintimiizde infeksiy6z hastaliklarin ve tiimorlerin tanisinda, gen ekspiresyonu
gosteriminde, bilinmeyen materyalin tiiriiniin tayininde (gida analizleri, ebeveynlik testi vb),
diger molekiiler yontemlerde kullanilmak iizere niikleik asit ¢cogaltiminda kullanilmaktadir
(79, 80). Denaturasyon, birlesme, uzama basamaklarin1 igeren PZR uygulamasinin, standart
PZR, Real-Time PZR, Reverse Transcription PZR, Nested PZR, Multipleks PZR, Hot start
PZR ve cok sayida farkli varyasyonlar1 vardir (80, 81).

Niikleik asitlerin gercek zamanli PZR ile tespiti oldukga gelismis ve yayginlagmustir.
Infeksiydz hastaliklarin tanisinda da rutin kullanimi giinden giine artan bu yontem ile yiiksek
sensitivite, spesifite ve genis ¢izgisel dinamige sahip sonuclar almak miimkiindiir.
Replikasyon basamagini takiben ayri bir goriintiileme islemini gerektirmeden, replikasyon
gerceklesirken, goriintillemeyi saglayan gercek zamanli PZR hizi, az miktarda sarf
malzemesine ihtiya¢ duyulmasi ve hizli 1sitma/sogutma orani nedeniyle olumlu;
orneklemedeki hassasiyet ve yontem optimizasyonundaki zorluk nedeniyle olumsuz olarak
yorumlanabilir. Reaksiyonun ger¢ek zamanl olarak goriintiilenmesini saglayan bilesen, cift
sarmal DNA molekiiliine baglanma 6zelligi gosteren floresan 6zellikte siyanin boyalardir
(SYBR Green, SYBR Gold, Oxazole Yellow). Bu boyalar herhangi ¢ift sarmal DNA
molekiiliine baglanarak nonspesifik reaksiyonlara yol acabilmektedir. Bu nedenle gercek
zamanli PZR spesifitesini arttirmak amaciyla TagMan problari gelistirilmistir. Primerlere
tutunan, 5" ucunda floresan (FAM, TET gibi) ve 3' ucunda sogurucu molekiil (TAMRA, MGB
gibi) bulunan TagMan problar, replikasyon gerceklesirken bagli bulunduklar: primerden
ayrilarak pargalanir ve 1s1ma gosterirler. Boylece yalnizca spesifik gen bolgesinin replike
olmasi sonucu ag¢iga ¢ikan 1s1ma goriintiillenmis olur (82). Mikobakterilerin tanisi ve
tiplendirilmesinde PZR ydntemine bagvurulmaktadir (17-22). Sigir tiiberkiilozu ile ilgili ¢ok
sayida PZR caligsmas1 vardir (23, 24). M.bovis saptanmasi amaciyla bakterinin genomik
DNA’s1 veya ribozomal RNA’sina odaklanilabilir. Kullanilan baglica gen bolgeleri 16S
rRNA (83), 16-23S intergenic spacer (84), IS6110 (85) seklindedir. Ayrica son zamanlarda
M.tuberculosis kompleksine dahil tiirlere 6zgii gen delesyonlarinin gosterimi de
identifikasyonda yardimc1 olmaktadir (18, 20, 22, 23, 86).
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12. KAN LOKOSIT KATMANI (BUFFY COAT):

Kan, antikoagulanli tiiplere alinip santrifiije edildiginde 6z kiitleleriyle orantili iligkili
olarak bilesenlerine ayrisir. Tiipiin en alt kismindan iiste dogru siralandiginda; eritrosit,
trombosit, l6kositler ve plazma seklinde bir ayrisma gergeklesir. Lokositlerin yogun olarak
bulundugu ‘buffy coat’, beyaz-opak, ince bir katman seklinde gériilebilir. Icerisinde lenfosit,
monosit, dendritik hiicreler, polimorfoniikleer 16kositlerin bulundugu buffy coat, insanlarda
tiiberkiiloz hastaliginin tanisinda (78), hayvanlarda malignant kataral ates (87),
trypanosomiasis (88) gibi ¢esitli bulasici hastalik tanisinda ¢alisilmistir. Sigirlarda
mikoplazma enfeksiyonunda yapilan ¢alismada (89) etkenin kan 16kosit katmani igerisindeki
mononiikleer 16kositlerine afinitesi oldugu saptanmis, bunun hastaligin patogenezinde dnemli
yeri oldugu one stirtilmiistiir. Sigirlarda kan 16kosit katmaninda tiiberkiiloz etkeni gosterilmesi
veya s1g1r tiiberkiilozu tanisina yonelik bir ¢alismaya rastlanmamistir. Sunumu yapilan
calisma, mononiikleer 16kositlerin kan-doku arasinda dolasimi, kanda bulunduklar1 esnada,

oncesinde dokuda fagosite etmis olduklar1 antijenlerin gosterilebilirligi esasina dayanmistir.
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GEREC VE YONTEM

Bu tez calismasinin etik agidan uygunlugu TC Uludag Universitesi Hayvan Deneyleri
Yerel Etik Kurulu (HADYEK) tarafindan 27.03.2012 tarihi ve 2012-04/06 karar numarasiyla

onaylanmastir.
1. ORNEKLENEN HAYVANLAR

Calismada, farkli giftliklerde tiiberkiilin deri testi uygulamasinda enfeksiyon tespit
edilerek kesime sevkedilmis, 26 tanesi 2 yas tizeri, 4 tanesi 2 yas alt1 siit si@irlarindan olusan
deney grubu ve mezbahanede rutin dana kesimleri sirasinda tiiberkiil gibi makroskobik lezyon
bulunmayan, 2 yas alt1 30 adet sigir kontrol grubu olarak érneklenmistir.

Kulak numaralar1 ve kayitlarina gére deney grubu hayvanlarinin hepsi Balikesir bolgesinden
gelmistir. Kesimler Bursa Et-Ba, Isa Bey Et Kombinasida ve Balikesir, Olmezler
Mezbahanesinde gergeklesmistir. Kontrol grubu kapsaminda incelenen hayvanlar ise Bursa

Et-Ba Kurumunda rutin olarak kesilen 2 yas alt1 danalardir.

2. ORNEKLERIN TOPLANMASI VE INCELEMELER ICIN HAZIRLANMASI

2.1. Kan ornekleri

Kesimi takiben boyundan akmakta olan kan, 10 ml EDTA’l1 kan tiiplerine (Hematube®)
alimmistir. Soguk zincir altinda laboratuvara getirilen kan 6rnekleri 5000 rpm’de (3310 CFxg)
5dk boyunca santrifiije edilmis ve lokositler ayristirilmistir. Sekillenen 16kosit katmani, 100
ul mikropipet yardimiyla aspire edilip yaklasik 0.5 pl’si lizinli lamlara damlatilarak 3 adet
froti hazirlanmis ve kalan 0,5-1 ml hacmindeki iiriin, 1,5ml hacimli mikrotiiplere aktarilmistir.
Lizinli lam {izerinde hazirlanan 16kosit katmani frotileri kurutulup, lam saklama kutularinda

+4°C’de, mikro tiipler ise PZR incelemeleri i¢in -20°C’de saklamaya alinmustir.

16



2.2. Doku Ornekleri

Kafanin kesilmesi ve i¢ organlarin ¢ikarilmasindan sonra gozle ve palpasyonla genel bir
inceleme yapilmistir. Takiben, deney grubu hayvanlarinda lezyonlarin goriildigi akciger,
mediastinal lenf yumrusu, retrofaringeal lenf yumrusu ve karaciger; kontrol grubu
hayvanlarinda ise sadece akciger ve mediastinal lenf yumrular1 6rneklenmistir. Organ
ornekleri her birey i¢in ayr1 eldiven ve bistiiri kullanilarak kilitli posetlere alinmig ve soguk
Zincir altinda laboratuvara ulastirilmistir. Her hayvanin, saglikli ve lezyonlu kisimlari
igerecek sekilde drneklenen dokulariin bir kismi1 histopatolojik inceleme i¢in %10’ luk
tamponlanmis formaldehit (Merck Millipore, Merck 103999, %37 pH: 6.9, Almanya)
¢ozeltisine alinmis ve bir kism1 da PZR incelemelerinde kullanilmak tizere -20°C’de
saklanmistir. Formaldehit ¢ozeltisinde 48 saat bekletilip trimlenmis ve kasetlere alinmis
dokular, manuel olarak gergeklestirilen doku takibinde alkol (Emprove® exp Ethanol, Merck
KGaA, Almanya) ve ksilol (Xylene, J.T.Baker, Hollanda) serisinden gegirilmis, parafinle
bloklanmis ve mikrotomda kesit alinana kadar +4°C’de saklanmistir. Parafin bloklardan
mikrotom (Leica RM2155, Germany) ile Sum kalinliginda hazirlanan kesitlerden rutin ve
histokimyasal boyama yapilacak olanlar (HE ve ZN) normal, rodajli lamlara;
immunohistokimyasal boyama yapilacaklar ise adezivli lamlara alinarak oda sicakliginda
kurutulduktan sonra +4°C’de kapali kutular igerisinde saklamaya alinmistir. Hazirlanan
preparatlar ¢ift baslikli 151k mikroskobunda (Olympus, CX41, U-DO03 ¢ift baslik atagmanly,
ABD) incelenmis ve fotograf ¢ekilmistir.

3. HEMATOKSILIN-EOZIN VE ZIEHL-NEELSEN BOYAMA

Her iki boyama i¢in de lamlar 60°C, kuru etiiv (Elektro-mag, Tiirkiye) (1 saat) ve ksilol
icerisinde (licer dakika iki degisim) bekletilerek deparafinize edilip, dereceli alkollerde (%
100, 90, 80, 70, birer dakika) rehidre edilerek distile su basamagina getirildi.

H&E boyama i¢in lamlar hematoksilende (Hematoxylin Harris, Leica Microsystems,
Almanya) 12 dk bekletildi. Akan suda durulanan lamlar asit alkole ve takiben amonyakli suya
birer kez daldirildi. Eozin (Eosin Alcoholic Solution, Leica Microsystems, Almanya)
igerisinde 3 dk bekletildi. Dereceli alkollerden (%70, 80, 90, 100) birer dakikalik siire

gecirilerek dehidre edilen dokular kuruduktan sonra ksilol i¢erisinde berraklastirilip lamel ile
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kapatilarak 11k mikroskobunda incelendi (90).

Ziehl-Neelsen boyamasinda lamlar 60°C’de 30 dk karbol fuksinde (Carbol fuchsin, Merck
¢, Almanya) bekletildi. Durulanip asit alkolden gecirilerek renksizlestirilen dokular zemin
boyamasi i¢in a¢ik mavi renk alincaya kadar (yaklasik 20 sn) metilen mavisinde bekletildi.
Dereceli alkollerde dehidrasyon ve ksilolde berraklagtirmay: takiben lamel ile kapatilan
dokular 151k mikroskobunda incelendi (90).

Mikroskobik incelemede, doku kesitlerinde yangi hiicresi infiltrasyonu, dev hiicresi
kazeifikasyon, kalsifikasyon varlig1 ve bag doku olusumuna dikkat edildi; ZN boyamada ise
mavi zemin iizerinde kirmizi-pembe renkli basil goriilen, asidorezistans bakteri olup olmadigi

incelendi.

4. IMMUN BOYAMALAR

4.1. immunohistokimya

Makroskobik ve histopatolojik olarak tiiberkiil olusumu gézlenen ve kiiltiir sonuglarina
gore Mycobacterium tuberculosis kompleksine ait oldugu tespit edilen olgular
immunohistokimyasal boyamalarda pozitif kontrol olarak belirlenmistir. Bu olgularin doku
kesitlerinede pozitif reaksiyon elde etmek hedefiyle yontemin basamaklarinda denemeler
yapilarak, farkli primer antikorlar (anti Vimentin, anti Sitokeratin) kullanilarak IHK yontemi
optimize edilmistir. Elde edilen yontem dogrultusunda, deney grubu ve kontrol grubunda yer
alan hayvanlarin adezivli lama alinan doku kesitlerine agsagidaki islemler uygulanmistir:

- Deparafinizasyon: Kuru etiivde 60°C’de 1saat ve takiben ksilol igerisinde (liger dakika iki
defa degisim) bekletildi.

- Rehidrasyon: Dereceli alkollerden (%100, 90, 80, 70, birer dakika) gecirilerek distile suya ve
fosfat tampon ¢6zeltisine (PBS) alindi.

- Peroksidaz inhibisyonu: Lamlarin {izerine dokuyu kaplayacak sekilde ticari kit (EXPOSE
Rabbit-specific HRP/DAB detection IHC kit, Katalog no: Ab60437, Abcam®, UK) igerisinde
bulunan hidrojen peroksidaz inhibit6rii damlatilarak 10 dk beklendi.

- Durulama: PBS igerisine alinan lamlar, 5 dk durulandi.

-Antijenlerin ag1ga ¢ikarilmasi: 37°C’de 15 dk % 0,5’lik tripsin ¢6zeltisinde bekletildi.
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Takiben Tween-20 eklenmis sitrat tampon ¢ozeltisinde (50 pl/100ml) (pH:6) 100°C’de 15dk
otoklavda 1s1l islem uygulandi.

- Durulama: Ug dakika, PBS ¢ozeltisinde yapildi.

- Protein blokaj1: Ticari kit igerisindeki protein blok soliisyonu lamlara uygulanip oda
sicakliginda 10 dk beklendi.

- Primer antikor: Durulama yapilmadan, Mycobacterium bovis’e spesifik, poliklonal primer
antikor (1/200 dilusyonunda, Anti-mycobacterium bovis antibody, Katalog no: ORB10044,
Biorbyte, UK) damlatilip 1saat oda sicakliginda beklendi.

- Durulama: Ug dakika, PBS igerisinde yapildi.

- Sekonder antikor: Ticari kit igerisinde tavsana karsi keciden elde edilmis peroksidaz ile
isaretli polimer tabanl sekonder antikor uygulandi.

-Durulama: Bes dakika, PBS ¢ozeltisinde yapildi.

- Kromojen uygulanmasi: Ticari kit yonlendirmelerine gore 1,5ml DAB Substrat sivisina 1
damla DAB kromojen eklenerek hazirlanan ¢6zelti lamlar lizerine dokular1 kaplayacak sekilde
damlatilip 10 dk karanlik ve nemli kosulu saglayacak kara kutuda bekletildi. Olusan
reaksiyon 151k mikroskobunda kontrol edilerek, akarsuda yikanarak sonlandirildi.

- Zemin boyama: Harris Hematoksilen ile 20-30 sn bekletilerek yapildi. Durulamayi takiben
amonyakli su icerisinde dokular mavilesene kadar tutuldu.

-Dehidrasyon ve berraklastirma: Dereceli alkollerden (%70, 80, 90, 100, birer dakika)
gecirilen lamlar kurumaya birakilip ardindan ksilol igerisinde en az 3 dk bekletildi ve
Entellan® (Merck, Almanya) ile kapatilarak (Olympus, CX41, U-DO03 c¢ift baslik atagmanli,
ABD) 151k mikroskobunda incelendi ve fotograf ¢ekildi (91).

4.2. immunositokimya

Deney ve kontrol hayvanlarinin kanlarindan hazirlanan 16kosit katmani frotilerinin
boyanma sonuglarinin degerlendirilmesinde, 6n denemeler sonucunda Mycobacterium
tuberculosis kompleks yoniinden pozitifligi mikrobiyolojik incelemeler ile dogrulanmis
tiiberkiillii organlardan hazirlanmig tuse preparatlar pozitif kontrol olarak kullanilmistir.
-Tesbit: Lamlar %10’luk tamponlu formaldehit igerisinde 20 dk bekletildi.

- Durulama: Distile suyla ve PBS ile 2x 5 dk olacak sekilde uygulandi.

- Peroksidaz inhibisyonu: Ticari kit igerisindeki peroksidaz blok soliisyonunda 20 dk
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bekletildi.

- Antijenlerin agiga ¢ikarilmasi: Tween 20 eklenmis Sitrat tampon ¢ozeltisi (50 pl/100ml)
(pH:6) kullanilarak mikrodalga firinda 360 Watt’da 5dk kaynatildi.

Daha sonraki durulama, protein blokaji, primer antikor uygulamasi, sekonder antikor
uygulamasi, kromojen uygulanmasi ve zemin boyama asamalari immunohistokimya sirasinda

yapilan prosediir uygulandi.

5. POLIMERAZ ZiNCIR REAKSiYONU

5.1. DNA ekstraksiyonu

Kan ve dokulardan DNA ¢ikarilmasinda ‘spin-column’ tabanli ¢aligan ticari kit (Ql1Aamp
DNA Minikit, 250, Katalog no:51306,Qiagen, Almanya) tarafindan onerilen yontem takip

edilmistir.
5.1.1. Kandan DNA ekstraksiyonu:

Her numune i¢in ayr1 hazirlanan 1,5ml’lik mikrotiip tiipe 20 pl proteinaz K ve 30ul
16kosit katmani konup tlizerine 220ul’ye tamamlanacak kadar PBS eklendi. Karisim pipetaj ve
Vorteks cihaz1 (Vortex-1 plus, Biosan, Letonya) ile homojenize edilip tizerine 200ul AL
Buffer soliisyonu ilave edilip homojenize edildikten sonra 56°C’de 10dk inkiibasyona (Digital
Dry Heat Blocks, 48’li, Benchmark Scientific, ABD) birakildi. Daha sonra karistma 200pul
etanol (+4°C) eklenip homojenize edildi. Olusan karigim kit igerisinde bulunan ‘spin-column’
tiipler igerisine aktarilip 8000 rpm’de 1dk santrifiije edildi. iki par¢adan olusan tiipiin i¢inde
yer alan kiiciik tiip (kolon) ¢ikarilip tiipiin alt haznesi, icerisine gegen s1vi kisimla beraber
uzaklastirildi. Kolon, kit icerisindeki ‘collection tube’ icerisine yerlestirilip tizerine 500ul
AW1 (yikama soliisyonu) eklenip 14000 rpm’de 3dk santrifiije edilerek birinci yikama islemi
gerceklestirildi. Onceden yapildig1 gibi alt hazne, igindeki siviyla beraber atilip kolon yeni bir
yikama tlipii igerisine yerlestirilip izerine 500ul AW?2 solusyonu eklendi. 14000rpm’de 1dk
santrifiije edilerek yapilan 2.yikama asamasini takiben kolon 1,5ml’lik mikrotiip i¢erisine
yerlestirilip tizerine 100ul ‘Elution Buffer’ ¢cozeltisi eklenerek 8000 rpm’de 1dk santrifiije

edilerek DNA Eppendorf tiipiin igerisine aktarildi. Elde edilen iirtindeki DNA konsantrasyonu
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5ul orneklenerek spektrofotometrede (190-840nm, NanoDrop 2000, Thermo Scientific, ABD)
Olciildii. PZR analizi asamasina kadar DNA 6rnekleri +4°C’de saklandi.

5.1.2 Dokudan DNA ekstraksiyonu

Akciger ve lenf yumrusundan toplamda yaklagik 25 mg doku alinip bistiiri ile kesmek ve
ezmek suretiyle dokular mekanik homojenasyona tabi tutuldu. Calisma kapsaminda incelenen
hayvanlarin hepsinden mediastinal lenf yumrusu ve akciger ornekleri cem edilerek, deney
grubunda ise bu organlara ilave olarak, varsa lezyonlu karaciger de eklenerek dokular
homojenize edildi. Mikrotiip tiiplere islem gérmiis 25 mg doku konduktan sonra, {izerine
izolasyon kitindeki ATL buffer ¢ozeltisinden 180ul, 20l proteinaz K konarak 56°C’de
karisim berrak sivi haline gelene kadar (1-3saat) inkiibasyonda birakildi. Daha sonra kan
orneklerindeki islemlerin benzeri uygulanarak DNA’lar elde edildi. PZR analizi asamasina

kadar DNA o6rnekleri +4°C’de saklanda.

6. GERCEK ZAMANLI (REAL TIME) PZR

Gergek zamanli PZR analizi i¢in Tagman® prob tabanli ¢alisan, IS6110 gen sekansini
hedef alan ticari kit (TagVet™ Mycobacterium tuberculosis Complex, Laboratoire Service
International, Fransa) kullanildi. Her 6rnek i¢in iki ayr1 kuyucukta (Mix IPC ve Mix Tube)
caligmay1 gerektiren kit i¢erisinde mevcut olan Mastermix, Sequence Tube (1a ve 1b) ve
haricen steril deiyonize su ile iiretici firmanin belirttigi yontem g¢ercevesinde PZR karigimlari

asagidaki sekilde hazirlandi.

Mix IPC: 625ul Mastermix, 100ul sequence tube (1b), steril ve deiyonize su ile1000ul’ye

tamamlandi.

Mix tube: 625u1 Mastermix, 100ul sequence tube (1a), steril ve deiyonize su ile1000ul’ye

tamamlandi.

PZR karigimlar prob kalitesinin korunmast amaciyla miimkiin oldugunca az 11kl
ortamda hazirlanarak, PZR karisimlarinin her ikisinden de kuyucuklara 20’ser pul konulmus,

tizerine her bir 6rnekten IPC ve Mixtub kuyucuguna yukarida agiklandig: sekilde dncesinde
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izole edilmis test edilecek DNA 6rneginden 5 er pl eklenmistir. Gergek zamanli PZR
cihazinda (7500 Fast Real-Time PZR System, Applied Biosystems, ABD) 96 kuyucukta
calisilmis, her PZR uygulamasinda 1 negatif, 1 pozitif kontrol kuyucugu dahil edilmistir.
Mixtub i¢in ‘reporter’ olarak FAM, IPC Tub i¢in VIC ve her iki tiip i¢in de ‘quencher’
tetramethylrhodamine (TAMRA) kullanilmigtir. PZR programu, ticari kitin tariflerine gore;
l.asama: 50°C’de 2 dk

2.asama: 95°C’de 10 dk

3.asama: 95°C’de 15 dk ve ardindan 60°C 1 dk, 45 tekrar seklinde olusturulmustur.

Olusan reaksiyon ve sonuglarin irdelenmesi, kit tariflerine gore yapilmistir.
7. ISTATISTIKSEL ANALIZ

Calismada tan1 testleri arasindaki uyumu incelemek icin kappa istatistiginden
yararlanilmistir. Calismada duyarlilik, 6zgiilliik, negatif ve pozitif kestirim degerlerine de yer
verilmis, analizler SPSS 20 programinda yapilmistir. p<0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul

edilmistir.
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BULGULAR

Deney grubu kapsaminda incelenen 30 adet kan ve doku 6rnegi disi ve 2 yas tizeri (2-7
yas arasi) hayvanlardan toplandi. Bununla birlikte kontrol grubuna ait kan ve doku 6rnekleri
ise 2 yas alt1 erkek hayvanlardan elde edildi. Kesim dncesinde Tiiberkiilin testi sonuglar1 ve
getirildigi bolge haricinde hayvanlar hakkinda bilgi edinmek miimkiin olmamakla beraber
kesimin hemen Oncesinde yapilan klinik gozlemlerde diislik viicut kondiisyonu, gozlerde

¢okiik goriiniim ve letarji saptandi.

Tablo-1: Deney grubu bulgulari, kan ve dokularda rutin, IHK ve ISK boyamalar1 ve PZR sonuglari

No | Makroskobik Lezyon HE ZN IHK ISK PZR (Doku) | PZR (Kan)
1 Akciger ve MLY + + + + + +
2 Karaciger ve MLY + + + = - -
3 Akciger ve MLY + + + E - -
4 Lezyonsuz - - - 3 + _
5 Akciger, RFLY ve MLY + + + - + -
6 RFLY ve MLY + + + - - B
7 Akciger + + + - . -
8 Akciger ve MLY + + + . + -
9 RFLY, MLY ve karaciger + + + . - +
10 | Akciger + + + - + +
11 | Mediastinal lenfadenopati + + + - + -
12 | Akciger, RFLY ve MLY + + + - + -
13 | Akciger + + + - - -
14 | Akciger ve MLY + - - - - +
15 | Akciger + + + - + +
16 Akciger ve MLY + + + - + R
17 | RFLY lenfadenopati - - - - + -
18 | Akciger ve MLY + - + - - +
19 Akciger, MLY ve karaciger + + + - + +
20 | Akciger ve MLY + + + - - +
21 | Akciger ve MLY + - + - - +
22 Lezyonsuz - - - - - -
23 | MLY + + + - + +
24 Akciger, MLY ve karaciger + + + + - +
25 Akciger, Plora ve karaciger + + + - + +
26 | Akciger ve MLY + - + - + -
27 | Akciger ve MLY + - + - + -
28 | Akciger ve MLY + - + - + +
29 | Akciger ve MLY + - + - + -
30 | Akciger, MLY ve karaciger + + + + + +

MLY: Mediastinal Lenf Yumrusu, RFLY: Retrofaringeal Lenf Yumrusu, HE: Hematoksilen&Eozin, ZN: Ziehl-
Neelsen, IHK: Iimmunohistokimya, ISK: Immunositokimya, PZR: Polimeraz Zincir Reaksiyonu
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Tablo-2: Kontrol grubu bulgulari, kan ve dokularda (akciger ve mediastinal lenf yumrusu)
rutin, IHK ve ISK boyamalar1 ve PZR sonuglari

Makroskobik . . PZR PZR
No Lezyon HE | ZN | THK | ISK (Doku) | (Kan)
1 - - - - + - -
2 - - - - - - -
3 - - - - + - -
4 - - - - - -
5 - - - - - - -
6 - - - - - - -
7 - - - - + - +
8 - - - - + - +
9 - - - - - - -
10 |- - - - - - -
11 |- - - - - - -
12 |- - - - + - -
13 |- - - - + - -
14 | - - - - - - -
15 |- - - - + - -
16 |- - - - - -
17 |- - - - - - -
18 |- - - - - - -
19 |- - - - - - -
20 |- - - - + - -
21 |- - - - - - -
22 |- - - - - - -
23 |- - - - - - -
24 | - - - - - - -
25 |- - - - - - -
26 |- - - - + + -
27 | - - - - - - -
28 |- - - - + - -
29 |- - - - - - -
30 |- - - - - - -
Doku olarak kan, akciger ve mediastinal lenf yumrusu 6rneklenmistir.
HE: Hematoksilen&Eozin, ZN: Ziehl-Neelsen, ITHK: Immunohistokimya,
ISK: Immunositokimya, PZR: Polimeraz Zincir Reaksiyonu
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1. MAKROSKOBIK BULGULAR

Deney grubundaki hayvanlarin 26’sinin (%86) akciger veya lenf yumrularinda, kazeifiye-
kalsifiye tipik tiiberkiil yapis1 gdzlenmistir. Tipik lezyon gézlenmeyen 4 siirdan (4, 11, 17 ve
22 numaral1 olgular) ikisinde spesifik olmayan lenfadenopati (11 ve 17 numarali olgular) ve
diger ikisinde (4 ve 22 numarali olgular) ise hafif siddette pulmoner hiperemi diginda
makroskobik lezyon saptanmamistir. 30 olgudan 12’sinde (%40) akciger ve mediastinal lenf
yumrusu, 6’sinda (%20) solunum sistemiyle beraber karaciger, 3’iinde (%10) sadece akciger,
4’iinde (%13) sadece lenf yumrusu tutulumu gézlenmistir. Akciger lezyonlarinin ¢ogunlukla
organ igerisinde lob farki belirgin olmaksizin siklikla dorsal yerlesim gosterdigi dikkati ¢ekti
(Sekil-3b ve 3c). Incelenen organlarda fibrozis, kazeifikasyon ve kalsifikasyondan olusan
tipik lezyonlar (tiiberkiiller), I1mm-10cm ¢apinda degisen yer yer soliter veya birlesik
(konglomere) odaklar seklinde goriilmiistiir. Tiiberkiiller, sekillendikleri organ bakimindan
makroskobik olarak belirgin bir fark gostermemistir. Bazi olgularda makroskobik olarak tipik
kuru-kazeifiye nekrozdan farkli olarak daha yumusak, akiskan ve yesilimsi icerikli tiiberkiil
yapisi gozlenmistir (Sekil-2a, 2b, 2¢). Lenf yumrusu tutulumlarinin ¢gogunlukla mediastinal
lenf yumrusunda (21 olgu, %70) gerceklestigi goriilmiistiir. Iki olguda (6 ve 9. olgu) sadece
retrofaringeal lenf yumrusu, 4 olguda (5, 6, 9, 12. olgu) mediastinal lenf yumrusuyla beraber
retrofaringeal lenf yumrusu tutulumu gézlenmistir (Sekil-4a ve 4b). Yirmi besinci olguda
plorada ¢ok sayida konglomere tiiberkiiller (miliyer tiiberkiiloz) gozlenmistir (Sekil-5).
Solunum sistemine ek olarak karacigerinde de lezyon gosterdigi 6 olguya rastlanmustir.
Diyaframatik yiizde lezyonlarin belirgin oldugu karacigerde, viseral yiizdeki lenf

yumrularinda da tutulum dikkati ¢ekmistir (Sekil-3a).
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Sekil-2a: Akciger ve mediastinal lenf Sekil-2b: Ayni olguda akciger
yumrularinda generalize tiiberkiiller (21. lezyonlarmin kesit yiiziinde
olgu) tiiberkiillerde purulent igerik goriilmekte

—— >
Sekil-2c: Ayni olguda mediastinal lenf Sekil-3a: Karacigerin diyafragmatik
yumrularinda kalsifiye tiiberkiiller yiizlinlin biiylik kismin1 kaplayan

Sekil-3b: Akcigerlerin dorsalinde Sekil-3c: Sag median lobta pulmoner
yogunlasmis yaygin tiiberkiiller (1. olgu) tiiberkiillerin kesit yiizii (1. olgu)
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Sekil-4a: Mediastinal lenf yumrusunda Sekil-4b: Ayni1 lenf yumrusunun kesit

kapsula altindan fark edilebilen tiiberkiiller  yiiziinde kortikal bolgede sinirli kalan

(ok) (29. olgu) kazeifikasyon (ok) ve antrakozis
gozlenmekte.

o

Bt 11t il tl T Ll LE L

Sekil-5: Generalize tiiberkiilozlu bir olguda plorada sekillenen miliyer tiiberkdiller (A)
ve yakindan goriintimleri (B) (25. olgu)
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2. MiIKROSKOBIK BULGULAR

Her olgu i¢in ladet HE, ladet ZN, ladet IHK yéntemi ile boyanmis doku kesiti ile kan

16kosit katmaninda ISK uygulanmis 1 adet froti olmak iizere 4 adet preparat incelenmistir.
2.1. Hematoksilen-Eozin ve Ziehl-Neelsen

Rutin HE boyamalarda, merkezindeki nekrotik alan1 mononiikleer yangi hiicreleri, yer
yer dev hiicrelerinin ¢evreledigi ve bag dokunun kusattigi tipik granulom yapis1 gézlenmistir
(Sekil-6). Makroskobide kesit yapilarak incelenme sonucunda tiiberkiiliin gézlenmedigi,
lenfadenopati gézlenen 2 olgudan (11 ve 16. olgu) bir tanesinde (11 numarali olgu)
histopatolojik muayenede tipik granulom yapist gériilmistiir. Bu olgu haricinde karakteristik
tiiberkiillerin gozlenmedigi diger 2 olguda (4 ve 22. olgu) tiiberkiilozla uyumlu mikroskobik
lezyon gozlenmezken 17. olguda retrofaringeal lenf yumrusunda spesifik olmayan lenfositer
infiltrasyon dikkati ¢ekmistir (Tablo-1 ve Sekil-13). Yirmi dort numarali olguda karacigerde
makroskobik olarak gozlenen lezyonun histopatolojik incelemesinde eozinofil 16kosit agirlikli
infiltrasyonlarin paraziter kokenli oldugu diistiniilmiistiir (Sekil-12). Tiiberkiiloz hastaliginda
sekillenen tipik granulom yapisinin farkli organlarda benzer sekillenmekle beraber lenf
yumrusunda olusan granulomlarin bag doku yoniinden daha zengin, dev hiicrelerinin say1
bakimindan fazla ve boyut bakimindan daha biiyiik oldugu dikkati ¢ekti (Sekil-8, 9 ve 10).
Karacigerde sekillenen tiiberkiillerde ise kazeifikasyon ve kalsifikasyonun daha hafif
sekillendigi, bag doku ve mononiikleer 16kosit infiltrasyonlarinin baskin oldugu yapilar
gozlendi (Sekil-11). Akcigerde sekillenen lezyonlarin ise lenf yumrusundakilerle
karsilastirildiginda bag dokuyla daha az sinirlandig1 ve genel olarak polimorfniikleer

l6kositlerin diger organlardakine oranla daha siklikla gézlendigi dikkati ¢ekti. Yer yer brong
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ve bronsiyol epitel katmaninin hasarlandigi, lumenlerin supuratif eksudat ile dolu oldugu
multifokal granulomat6z bronkopnomoni alanlar1 gézlendi (Sekil-7).

Kontrol grubu hayvanlarinda ise herhangi bir histopatolojik bulguya rastlanmadi (Tablo-2).

Deney grubunda ZN uygulanmig preparatlarin incelenmesi sonucunda, histopatolojik
incelemede tipik tiiberkiil yapisi gézlenen 27 olgunun 20’sinde asidorezistans bakteri
gozlenmistir (Sekil-14 ve 15). Histopatolojide tipik granulom yapist géstermeyip, ZN
boyamada asidorezistans bakteri boyanmasinin gozlendigi hicbir olguya rastlanmadi. Akciger
ve mediastinal lenf yumrularinda bakteri yogunlugunun daha fazla oldugu, karacigerin daha az
asidorezistans bakteri barindirdigi, bazi olgularda ise torakal organlarda bakteri gozlenirken

karacigerde bulunmadigi saptandi. Kontrol grubunda herhangi bir pozitif boyanmaya

rastlanmamustir (Tablo-2).

5k AR
Sekil-6: Lenf yumrusu, mononiikleer Sekil-7: Akciger, brons epiteli(ok)
l16kositer infiltrasyon ve bag doku (Y) ile intrabronsiyal yangisal infiltrasyon(Y) ve
cevrili kalsifiye (K) nekroz (N) alanindan nekroz(N) (HEx10)
olusan granulom yapisi (HEx4) (15.0lgu: HE,ZN,IHK,PZR(doku):+; ISK:-)
(16.0lgu: HE,ZN,IHK,PZR(doku):+
;PZR(kan):-)
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Sekil-8: Lenf yumrusu, nekroz alani (N), bag  Sekil-9: Lenf yumrusu, Langhans tipi dev
doku(ok) ve granulomat6z yangisal hiicreleri (oklar) (HEx20)(10.0lgu: Sadece
infiltrasyon (Y) (HEx20) ISK negatif)

(3.0lgu: HE,ZN, IHK:+ ;ISK,PZR(kan):-)

; e e :’ s e
Sekil-11: Karacigerde graniilom igerisinde Sekil-12: Karacigerde eozinofil 16kosit
parensim dokusu (daire) ve dev infiltrasyonu (HEx20)

hiicreleri(ok)(HEx4) (24.0lgu: Sadece ISK negatif)
(25.0lgu: Sadece ISK negatif)
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R AL e 1) (HE)

Sel-13: Faringeal enf yumrusunda sesiﬁk olmayan mononiikleer 16kositer infiltrasyon
odagi (HE) ve ayni odagin asidorezistans bakteriye rastlanmayan ZN boyamasi (x20).
(17.0lgu: Sadece PZR(doku): +)

Sekil-14: Mediastinal lenf yumrusunda nekrotik alanda (A) ve graniilomat6z yangi bolgesinde
(B) asidorezistans bakteriler (ZNx1000).
(11.0lgu: HE,ZN,IHK,PZR(doku):+ ;iSK ve PZR(kan): -)

Sekil-15: Dev hiicrelerinin sitoplazmasinda asidorezistans bakteri ve komponentleri (ZNx100)
(A: Lenf yumrusu, 20. Olgu, B: Akciger, 25. olgu, C: Lenf yumrusu, 26.0lgu)

31



2.2. Iimmunohistokimya

Mikobakteriyel yonden pozitif boyanmaya karar verilirken, nekrotik alan bulunan
kesitlerde nekroz sahasinda her zaman nonspesifik olarak sekillenen DAB boyamasi g6z
ontinde bulundurularak nekrotik alanlarin etrafindaki infiltrasyon kusagindaki makrofaj, dev
hiicreleri, lenfosit ve diger hiicreler esas alinmigtir. Etken boyanmasinin esas alindigi pozitif
reaksiyonun granulomun disina dogru gidildik¢e azaldig1 saptandi. Pozitif reaksiyon veren
basillere, nekroz alanlarini ¢evreleyen bag dokuda serbest sekilde, makrofajlarin, dev
hiicrelerinin nadiren lenfositlerin ve fibrositlerin sitoplazmalarinda rastlandi (Sekil-16-18).
Siklikla lenf yumrularinda ve yer yer akcigerde rastlanan hemosiderozis ve antrakozis immun
boyamalarda kromojen olarak kullanilan DAB ile benzer bir renk gostermekteydi. Hatali
yorumlamay1 6nlemek agisindan HE boyamalar g6z 6niinde bulundurulup bu pigmentlerin
yerlesimi dikkate almmustir. THK sonucunda 26 olguda pozitif boyanma gdzlenmistir.
Hematoksilen eozin ile boyanarak hazirlanmig dokularin histopatolojik incelenmesinde
tiiberkiilozla uyumlu lezyon gozlenen ancak IHK da pozitif reaksiyon gdzlenmeyen 1 olguya
(Olgu No.14) rastlanmistir. Dokularda, PZR incelemesinde tiiberkiiloz yoniinden negatif
sonug verip IHK’da pozitif bulunan 9 olgu, PZR incelemesinde pozitif olup IHK’da negatif
bulunan 3 olgu saptanmistir. IHK sonucunda pozitif bulunan olgularmn iigiinde (3/25), ISK’da
da pozitif reaksiyon gozlendi.

Kontrol grubunda ise herhangi bir pozitif reaksiyon gozlenmemistir (Tablo-2, Sekil 19).
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2.3. Immunositokimya

Pozitif reaksiyona lenfosit (Sekil-20) ve monositlerin (Sekil-21) sitoplazmasinda, nekroz
sahasinin periferinde rastlandi. Yer yer nétrofillerin de sitoplazmasinda DAB ile boyanmis
diizgiin sekilli graniiler yapilara rastlanmis, bu spesifik olmayan pozitif reaksiyonun
sitoplazmik graniillerin yogun enzimatik i¢eriginden kaynaklandig: seklinde yorumlanmistir
(Sekil-22). Deney grubunda tipik tiiberkiil yapist gézlenen 27 olgunun 3 tanesinde (Olgu no.1,
24 ve 30) lokosit katmani frotilerinde pozitif reaksiyon gozlendi. Bu olgularin tigiinde de HE,
ZN, IHK ve PZR incelemelerinde tiiberkiiloz yoniinden pozitif sonug alindi. Bes olgunun
(Olgu no. 3, 10, 11, 14, 27) kan frotilerinde rumen protozoonlarina rastlanmistir (Sekil-23).

Kontrol grubunda 10 olguda (Olgu no. 1, 3, 7, 8, 12, 13, 15, 20, 26, 28) pozitif reaksiyon
gozlenmistir. Bu olgulardan ikisinin kandaki ve birinin dokudaki PZR incelemelerinde de

pozitif sonug alinmustir. ISK incelemesinde negatif bulunup, diger inceleme ydntemlerinde

pozitif bulunan kontrol grubu olgusuna rastlanmamuistir (Tablo-2).

Sekil-16: Makrofajlarin sitoplazmasi (A, lenf yumrusu) ve dokuda serbest halde (B, akciger)
anti-M.bovis ile pozitif boyanma veren basil ve antijenik yapilar (oklar). (IHKx100, DAB
kromojen) (25 ve 15.0lgu)
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Sekll -17: Akc1ger dokusunda nekroz sekillenmemis b1r granulom i¢indeki makrofaj
sitoplazmasi (A) ve alveolar makrofajda (B) pozitif boyanma (IHKx100 ve x40, DAB
kromojen) (A: 6.0lgu: HE, ZN, IHK:+ ; ISK, PZR:-) (B: 24.0lgu: Sadece ISK -)

Sekil-18: Lenf mrularlnda dev hiicrelerinin sitoplazmalarinda pozitif boyanma (x40, x100,
DAB kromojen) (Sirasiyla A, B, C: 2, 26, 24. Olgu)

Sekll -19: Lenf yumrusu () ve ak01gerde (B) negatlf reaks1yon (IHK x40, DAB kromojen)

34



Sekil-20: Kan frotisinde pozitif boyanma gosteren lenfositler (ISKx100 DAB kromojen)
(1.0lgu)

Sekil 21: Monosit sitoplazmasinda pozitif boyanma (A) ve intrasitoplazmik yapilar (B)
(ISKx100 DAB kromojen) (25.0lgu: Sadece ISK -)

Sekil 22: Notrofil graniillerinde pozitif Sekil 23: Rumen protozoonlarinin
boyanma (ISKx100 DAB kromojen) (8.0lgu:  gdzlendigi kan frotisi (ISKx100 DAB
ISK, PZRyan:-) kromojen) (27.0Igu)
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3. POLIMERAZ ZiNCiR REAKSiYONU

Dokularda (akciger, lenf yumrusu veya karaciger), ticari liriin yonlendirmelerine gore
yapilan PZR incelemelerinde, 30 adet deney grubundan 18 pozitif olgu saptanmistir. Diger
inceleme yontemlerinde (HE, ZN, IHK, ISK, PZRya) tiiberkiiloz yoniinden negatif bulunup,
PZR incelemesinde dokuda pozitivite gdsteren iki olgu (Olgu no. 4 ve 17) tespit edilmistir.
PZR yontemiyle dokularinda pozitif, kaninda ise negatif sonug¢ veren 10 olguya, doku ve kanin
paralel olarak pozitif sonug verdigi 8, negatif sonug verdigi 6 olguya rastlanmstir. ISK ile
negatif bulunup, kanin PZR incelemesinde pozitif saptanan 11 olgu gézlenmistir (Tablo-1 ve

Sekil-24).

Kontrol grubunda ise 2 pozitif kan (Olgu no: 7 ve 8), 1 pozitif (Olgu no: 26) doku

numunesine rastlanmistir. Bu olgularim iigii de ISK’da pozitif bulunmustur (Sekil-24 ve

Tablo-2).

Tablo.3 Calisma hayvanlarinda IHK ve PZR incelemelerinde tiiberkiiloz yéniinden pozitif
bulunan olgu sayilar

Deney (kan) | Deney (doku) | Kontrol (kan) | Kontrol (doku)

PZR 14 18 2 1
Immun 3 26 10 0
boyama
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Sekil-24: Kan ve dokudan elde edilen PZR
grafikleri goriilmektedir.

Kan ve dokunun bir arada calisildigy, ii¢ turda
tamamlanan gergek zamanli PZR isleminde
kirmizi ¢izgi (ARn: 0.2)testin dahili pozitif
kontrol ¢izgisidir. Bu ¢izginin lizerindeki
degerler mycobacterium komplex pozitiftir.
ARn: Bagil floresan emiisyon yogunlugu

IPC: Dahili Pozitif Kontrol

TUB: Test edilen 6rnek
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4. ISTATISTIK

Makroskobik lezyonun varligi1 temel alinarak yapilan ikili karsilastirmalarin
biyoistatistiksel degerlendirme sonuglar1 tabloda goriilmektedir. Pozitif/negatif tabanli yapilan
bu karsilastirmalar sonucunda HE, ZN ve IHK sensitivite yoniinden yiiksek, makroskobik
tantyla uyumlu (p<0,05) bulunmustur (Tablo-4). Tanida kan veya doku kullanilmasi
yoniinden yapilan karsilastirmada ise biyoistatistiksel agidan anlamli bulunmamaistir

(p=0.341).(Tablo-5).

Tablo-4: Makroskobi ve diger tan1 yontemlerinin uyumlulugunun incelenmesi

Karsilastirilan | Sensitivite | Spesifite | Value | Asymp.Std. | Approx.T° | Approx.
yontem % % (N:30) | Error? Sig.
HE 92,86 100 ,634 ,233 3,732 ,000
ZN 71,43 100 ,250 ,150 2,070 ,038
IHK 89,29 100 ,526 ,228 3,273 ,001
ISK 10,71 100 ,016 |,014 ,488 626
PZR (doku) 60,71 50 032 | ,112 299 , 765
PZR (kan) 50 0,00 118 | ,081 1,369 171

Tablo-5: Tani1 materyali olarak kan-doku karsilastirmasiyla olusan istatistik degerleri

Sensitivite | Spesifite % | Value Asymp.Std. | Approx.T® Approx.
% (N:30) Error® Sig.
48,28 100 ,059 ,058 ,951 341
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TARTISMA ve SONUC

Hayvancilikta 6nemli kayiplara yol a¢an ve halk sagligin1 da tehdit eden sigir tiiberkiilozu
iilkemizde siklikla gozlenmekte, miicadele etmek icin taniya 6nem verilmekte ve eradikasyon
caligmalar1 uygulanmaktadir (1, 5, 7). Bu nedenle hastaligin tanisinin 6n plana ¢ikmasi ve
mevcut tan1 yontemlerinin yetersiz kaldig1 noktalar, tan1 yontemleri konusunda aragtirma
ithtiyacim gostermektedir. Bu ihtiya¢ g6z oniinde bulundurularak planlanan ve gerceklestirilen
bu tez ¢alismasinda deney grubunu olusturan hayvanlarin hepsinin disi ve ileri yash
bireylerden olusmas tiiberkiiloz i¢in tipik bir tablodur (1, 5, 7). Clinkii erkek hayvanlar
disilere gore daha kisa siirede kesime sevk edildiklerinden, hastaligin sekillenmesi i¢in
gereken uzun inkiibasyon siiresi, uzun siire beslenen disi hayvanlara kiyasla erkek hayvanlarda
olugsmamaktadir. Deney grubunda 4, kontrol grubunda ise 2 adet geng yastaki (yaklasik 1 yas)
tiiberkiiloz olgular1 maternal bulagmadan veya ¢ok sayida ve virulansi yliksek bakteriye maruz
kalmaktan kaynaklanmis olabilir (5, 9, 35). Makroskobik muayenede gozlenen tiiberkiil yapisi
daha once belirtilen (7, 85) tanimlamalar ile uyumluluk gostermektedir. Bazi olgularda
hastalik i¢in tipik sayilan peynirimsi nekroz yerine daha akiskan, irinli icerigin bulundugu
lezyonlar goriilmiis, bunlar ge¢ generalizasyon seklinde yorumlanmigtir. Bu tarz lezyon (46)
gozlenen olgular kronik-aktif tiiberkiiloz seklinde yorumlanmaktadir. Cogu kaynakta
belirtildigi gibi (7, 8, 85, 86), bu tez ¢aligsmasi sirasinda da hastaligin daha ¢ok bir solunum
yolu enfeksiyonu oldugunu diisiindiirecek sekilde, incelenen olgularda solunum yollarinda
daha sik lezyon sekillendigi goriilmiistiir. Lenf yumrusu tutulumlarinda, lezyon gelisme sikligt
bakimindan, bazi kaynaklar retrofaringeal lenf yumrularini (87), bazilariysa mediastinal lenf
yumrularmi (33, 86) vurgulamaktadir. Retrofaringeal lenf yumrularinda 6ncelikli olarak
lezyon sekillenmesinin deneysel enfeksiyonlarda gozlendigi belirtilmektedir (86). Bu tez
caligmasinda da lenf yumrularindaki tutulum goéz 6niinde bulunduruldugunda, 18 olguda
(%60) sadece mediastinal, 1 olguda (%3) sadece retrofaringeal, 11 olguda (%36) her iki lenf
yumrusunda lezyon saptanmig, mediastinal lenf yumrularinin diger lenf yumrularina gore
oncelikli olarak etkilendigi goriilmiistiir. Akcigerde lezyonlarin dorso-kaudal yerlesimi siklikla
belirtilmistir (46) ve bu ¢alismada da paralel bir durum gozlenmistir. Karacigerde tiiberkiil

gbzlenmesi (6 olgu), hematojen yayilim (7, 88) olabilecegi gibi sindirim yoluyla da
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enfeksiyonun yayilimi seklinde yorumlanmistir. Karacigerdeki bu lezyonlarin ¢alismada
gozlendigi gibi 6zellikle organin diyaframatik yiiziinde konglomere, kabarik sekilde
gozlendigi oncesinde belirtilmis (89) ancak bu lezyon lokalizasyonun belirgin lezyon
gozlenmesiyle ilgili bir bildirime rastlanmamistir. Makroskopik inceleme sirasinda nodiiler
lezyon g6zlenen ancak histopatolojik incelemede tiiberkiiloz bulgular1 gostermeyen olgular
veya makroskobik lezyon saptanmadigi halde diger tan1 yontemlerinde tiiberkiiloz tanisi konan
olgular da, tek basina makroskobiye dayanarak tiiberkiiloz i¢in tipik kabul edilen nodiiler
lezyonlarin tanida yaniltici olabilecegini gostermektedir. Nodiiler lezyonlarin diger bakteriyel,
paraziter, mikotik enfeksiyonlarda ve bulasict olmayan diger durumlarda da (46, 90-92)
sekillendigi unutulmamalidir.

Deney grubundaki HE ve ZN incelemeleri sonucu gozlenenler daha 6nce kaynaklarda
belirtilen (7, 93), tipik granulom yapisiyla uyumluluk gostermektedir. Akcigerdeki
mikroskobik lezyonlarin genel olarak incelen diger organlarla kiyaslandiginda daha nekrotik
yap1 gostermesi ge¢ generalizasyon odaklari seklinde yorumlanmistir (46). Ayrica deney
grubunda brons, bronsiyol duvarlarinda mikroskobik olarak gézlenen granulomlar, kronik
akciger tiiberkiilozunda bahsi gecen bakterinin 6ksiiriik yoluyla disar1 sagilmasina yardimei
olan acik organ tubekiilozu lezyonlarina (46) drnek olarak degerlendirilmistir. ZN ile
boyanmis preparatlarin incelenmesi makroskobik yonden tiiberkiilozla uyumlu bulunmus
olgularin dogrulanmasinda yardimc1 olmugtur. Ancak Tablo-1’de de goriilecegi gibi,
tiiberkiilin deri testi pozitif ve organlarinda makroskobik lezyon gdsteren hayvanlarin (27
adet) bu dokularindan hazirlanan preparatlarin ZN boyamasinin sonucunda 20 tanesi (%74)
pozitif, 7 tanesi ise negatif (%26) sonu¢ vermistir. Bu 7 olgunun diger testlerin en az birinde
tiiberkiiloz yoniinden pozitif bulundugu géz 6niinde bulundurulursa sadece ZN boyama ile
yapilacak olan taninin saglikli olmayacagi goriilmektedir. Pausibasillar veya latent
enfeksiyonda bakteriyel hiicre duvari yapisinin degismesinin ZN boyamada yanlis negatif
sonuca neden olabilecegi bildirilmistir (74).

[HK, yaygin olarak tiimérlerin tiplendirilmesi amaciyla kullanilmakla birlikte doku ve
hiicrelerin antijenik yapilarinin ortaya kondugu temel bilimsel ¢aligmalarda kullanildig1 gibi,
infeksiyoz etkenlerin tanisinda da yardimer olmaktadir (60-64). Mikobakteriyel antijenlerin

gosteriminde de THK ydntemine bagvurulmaktadir (65-69). Aranan etkene ait antijenlerin
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doku veya hiicre i¢indeki lokalizasyonunun gosterilmesi hastaligin patogenezinin
anlasilmasinda 6nemlidir (54). M.bovis’e 6zel, poliklonal primer antikorla yapilan bu tez
calismasinda, IHK incelemelerinde, baska ¢alismalarda bildirildigi gibi (93) bakterilerin intra
ve ekstraseliiler olarak, nekroz alaninin periferinde, nekrozu ¢evreleyen bag doku ve 16kosit
infiltrasyon kusaginda yer aldigi, granulomun periferine gidildik¢e bakteri yogunlugunun
azaldig1 goriilmistiir. Bakterilerin hem makrofaj hem de dev hiicrelerinin sitoplazmalarinda
tespit edilmesi, antijen sunan hiicre olarak hastaligin patogenezinde makrofajlarin 6nemini
vurgulamaktadir (93-96). Bakterinin intraseliiler fazina ilave olarak, ekstraseliiler fazinin,
savunula gelen bakterinin daha ziyade intraseliiler oldugu, ekstraseliiler olmas1 halinde
baskilandig1 ve tireyemedigi goriisiiniin aksine, hastaligin patogenez ve epidemiyolojisinde
Onemli rol oynadigini savunan giincel goriisle (97) uyumlu sekilde dokularda ekstraseliiler
olarak basiller gézlenmistir. Ayrica HE boyamalarda tiiberkiilozla uyumlu lezyonlar gézlenen
deney grubundaki 27 olgunun 26’sinm {HK ’sinda (%96) pozitif reaksiyon gdézlenmistir. Bu
gbzlem THK nin histopatolojiyle yiiksek oranda uyumlu oldugunu gdstermektedir.

Mikobakterilerin tanisi ve tiplendirilmesinde, insanlarda ve daha kisitli olarak sigirlarda
bakteri kiiltiirii, doku, kan, sekret gibi ¢esitli 6rneklerde uygulanan yontemlerden biri de
PZR’dir (16-21). Sigir tiiberkiilozu ve M. bovis ile ilgili spesifik ve sus tayinine yonelik PZR
caligmalar1 vardir (22, 23). Ticari insan kiti kullanilarak yapilan bu tez ¢aligmasinda
dokulardan hazirlanarak yapilan PZR incelemeleri sonucunda doku numuleri toplanan 30
vakanin 18 tanesinde elde edilen pozitif reaksiyon (%60) aym1 dokular iizerinde yapilan IHK
boyanmast sonuglar1 (%96 pozitif reaksiyon) ile kiyaslandiginda (%96) diistiktiir. Ortaya ¢ikan
bu farkliligin ¢alismalarda kullanilan primer antikorlar ve PZR yontemi farkliligindan
kaynaklanmis olabilecegi diisiiniilmiistiir. Diger yontemlerin hepsinde negatif bulunan 4 ve
17. olgularin dokularindaki pozitif PZR bulgulari, PZR nin yontem olarak hassasiyetinden
kaynaklanabilecegi veya bu olgularin ¢ok erken déonemde olabilecegini diisiindiirmektedir.
Bununla birlikte, IHK da kullanilan primer antikorun M.bovis tiiriine, PZR analizinde
kullanilan ticari kitin, M.tuberculosis kompleksine (M. tuberculosis, M.bovis, M.africanum,
M.caprae, M.microti, M.pinnipedii) ait herhangi bir mikobakteri cinsinde bulunan, 1S6110 gen
bolgesine spesifik oldugu diisiiniildiigiinde, bu olgularda, diisiik bir ihtimal olsa da

M.tuberculosis kompleksi igerisinde M.bovis olmayan bir mikobakteri tiiriiyle enfeksiyon
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yorumunu yapmak miimkiindiir. Bu iki olguya ek olarak IHK’da negatif, kan PZR sinde
pozitif bulunan 14. olgu i¢in de bu yorumu yapmak miimkiindiir. Dordiincii olguda
makroskobik veya mikroskobik lezyon goriilmeden PZR’de pozitif sonug alinmasi, erken
evredeki bir enfeksiyon seklinde yorumlanabilir. Bu olgunun sadece PZR ve deney
grubundaki tiim olgular gibi tiiberkiilin deri testinde pozitif bulunmas tiiberkiilin deri testinin
hassasiyeti konusunda fikir vermektedir. Ancak yukarida deginildigi gibi, bu enfeksiyonun
M.bovis tiirtiyle iliskili olmama ihtimali unutulmamalidir. Buna karsilik 22. olguda higbir
testte pozitif sonu¢ alinmamasina karsilik tiiberkiilin deri testinde pozitif reaksiyon alinmis
olmasi, bu testin patojen olmayan diger mikobakterilerin varliginda da yanlis pozitif sonug
verebilecegine iyi bir 6rnektir. Caligmadaki iki yontem degerlendirildiginde, PZR ve THK,
birbirine alternatif olmaktan ziyade birbirini tamamlayan iki teknik olarak goriilmektedir.
Mononiikleer fagositik sisteme dahil olan monosit, makrofaj, lenfositlerin ve dentritik
hiicrelerin fagositoz ve antijen sunumu goreviyle doku ve lenf-kan dolasimi arasinda her iki
yonlii olarak gecis yaptig1 bilinmektedir (95, 98). Cesitli calismalarda infeksiydz etkene ait
bilesenlerin kanda tespit edilebilirligi teorisi farkli hastaliklarda insan (99-102) ve hayvanlarda
(103, 104) ¢alisilmis ve olumlu sonuglar alinmustir. Insanlarda tiiberkiiloz etkeninin periferik
kanda tanisina yonelik PZR agirlikli caligmalarda (53, 76, 105) hastaligin tanisinda periferik
kanin kullanilabilecegi ortaya konmustur. Insanlarda, farkli metodlarla éncesinde tiiberkiiloz
tanis1 konmus 48 bireyin 6rneklendigi bir calismada (76), PZR ile %33 oraninda l6kosit
katmaninda etken DNA’s1 saptanmis bu da aktif tiiberkiilozla iliskilendirilmistir. Sigirlarda
tiiberkiilozun tanisinda ise immun sistemin reaksiyonuna dayali ¢alisan testler (ELISA,
tiiberkiilin deri testi, Interferon Gamma Testi) kullanilmasina karsin, etken veya etkene ait
komponentlerin kanda tespitiyle taniya yonelik bir ¢alismaya rastlanmamistir. Kanda etkene
ait antijenik yapilarin pozitif olarak boyanmasi bakteriyemi veya etkeni fagosite etmis,
dolayisiyla etken antijenlerini barindiran mononiikleer fagositik sistem hiicrelerinin
dokulardan kana ge¢mesi ihtimalini de diisiindiirmiistiir (95-98). Ilave olarak Mycoplasma
bovis’in periferik kan mononiikleer hiicrelerine ve eritrositlere invaze oldugu bildirilmekte
(106) ancak mikobakteri tiirleri i¢in bdyle bir invazyon belirtilmemektedir. Bu tez ¢alismast
sirasinda gergeklestirilen ISK sonucunda, periferal kandan alman l6kositlerde deney grubunda

3 (%10) ve kontrol grubunda gozlenen 10 (%30) pozitif reaksiyon veren olgu, kan 16kosit
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katmaninin etkene ait bilesenlerin tespiti yoluyla tiiberkiiloz hastaliginin tanisinda
kullanilabilecegini gostermektedir. Deney grubu olgularinda oldugu gibi tiiberkiilozla uyumlu
lezyon gdzlenmeksizin iISK’da 10, kan PZR’sinde 2 olgunun pozitif bulunmasi etkenin
tanisinda kanin 6nemini 6ne ¢ikarmaktadir. Deney grubundaki 3 olgunun karacigerinde de
tiiberkiiloz tutulumu oldugu ve deney grubunda karaciger tutulumu sekillenen olgularin
hepsinin (6 olgu) kan PZR’lerinde pozitif sonug alindig1 géz 6niinde bulunduruldugunda,
etkenin kanda saptanmasinin hastaligin generalizasyonuyla iliskisi ortaya konmus olur.
Kandan hazirlanmis preparatlarin incelenmesi sirasinda serbest halde pozitif boyanmis basil
yapisina rastlanmamis, sadece 16kositlerin sitoplazmasinda boyanma saptanmistir. Bu
durumda etken kanda tespit edilmesine ragmen, bakterinin her zaman bakteriyemi sathasinda,
serbest halde etkenlerin varligiyla kanda yakalanmasinin, yapilan ¢calismada da gozlendigi gibi
zor olacagi anlasilmaktadir. ISK’da kan frotilerinde gozlenen protozoonlar, rnekleme
sirasinda 6zofagusun da kesilmesi sonucunda rumen igeriginin karistigini gostermektedir.
Bunun kullanilan yontemleri etkilemis olabilecegi diisiiniilmemektedir ancak daha uygun
ornek elde etmek agisindan benzer tarzda bir ¢alismada kanin kesim Oncesinde alinmasi tercih
edilmelidir. Bu ¢alismanin, canli hayvanda periferik kan alinarak yapilacak tani i¢cin deneme
oldugu g6z oniinde bulundurulursa, hedeflenen kan alma yolu olan ven6z kanin érneklenmesi
ile bu kontaminasyon dogal olarak ortadan kalkmig olacaktir.

Sig1r tiiberkiilozunun tanisinda nazal svab, siit gibi klinik 6rnekler tizerinde PZR yontemi
kullanilmistir ve olumlu sonuglar alinmistir (107), ancak kanda, 6zellikle de 16kosit
katmaninda tiiberkiiloz tanis1 yalnizca insanlarda denenmistir (53, 76, 105). Bu tez ¢aligsmasi
kapsaminda kandan hazirlanarak 16kositler tizerinde yapilan PZR’de ise 14 vakada pozitif
(%46) sonug elde edilmistir. Bu calismada PZR yontemiyle dokularda saptanan (%60)
pozitivite insanlarda yapilan benzer ¢alismadaki doku pozitivitesinden (%63) diisiik, kanda
tespit edilen pozitivite ise (%46) insanlardaki kan pozitivitesinden daha (%33) yiiksek
saptanmustir (76). Etkenin kanda saptanabilirligi gergegi g6z Oniine alinacak olursa ¢alisma
sonuglarina gore PZR ydnteminin ISK’ ye gére kanda daha etkili oldugu sdylenebilir. Bu
farkin ortaya ¢ikmasinda antijen ve niikleik asit stabilitesindeki farkin da etkili oldugu
diisiiniilmektedir. Ornekleme siirecinde gecen zamanin antijenik yap1y1 olumsuz etkilemesi

ISK’deki diisiik pozitivite nedenlerinden olabilir. Buna karsilik DNA, daha dayanikli bir
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molekiildiir (108) drnekleme ve analiz arasindaki siirenin, molekiiliin saptanabilirligine daha
az etkisi vardur.

Sonug olarak bu ¢alismada etkene ait molekiillerin periferik kandaki varligi1 ve sigir
tiiberkiilozunun tanisinda etkenin saptandigi yontemlerde kanin kullanilabilecegi
gosterilmistir. Klasik olarak ZN boyama ile yapilacak tiiberkiiloz tanisinin her zaman
hassasiyet gostermedigi ve teshiste diger yontemlere ihtiyac oldugu gézlemlenmistir. Bu
nedenle destekleyici diger tan1 yontemi veya yontemlerinin kullanilmasinda fayda olacagi
diisiiniilmektedir. Kullanilan yontemlerden ise dokuda kullanilanlardan IHK nin kullanilan
diger yontemlere gore daha etkili sonug verdigi, kandan yapilan testlerde ise PZR’ nin diger
yontemlere kiyasla daha etkili oldugu gézlenmistir. Tiiberkiiloz hastaliginin kesin teshisinde
ise kullanilan tekniklerin iistiinliigii yerine birbirini tamamlayiciligindan ve bir arada
kullanildiginda teshisin hem daha hizli hemde daha giivenilir oldugundan bahsetmek
miimkiindiir. Bu tez ¢alismas1 kapsaminda sig1r tiiberkiilozu tanis1 i¢in PCR ve ISK
yontemleri kanda ilk kez denenmis ve olumlu sonuglar alinmistir. Caligmanin temel hedefini
olusturan etkene ait bilesenlerin (antijen ve niikleik asit) kan-16kosit katmanindaki tesbit
edilebilirliginin, hangi sathalarda, ne derece tercih edilebilecegini net olarak ortaya

koyabilmek, yontemi rutin kullanima sunabilmek i¢in ileri caligmalar gerekmektedir.
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